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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% (v/v)    volumski odstotek 
% (w/v)    masno-volumski odstotek 
270   konstanta 
50x5052  založna raztopina, 1x5052 = 0,5% glicerol, 0,05% glukoza, 0,2% α-
laktoza 
50xM  založna raztopina, 1xM = 50 mM PO4, 50 mM NH4Cl, 5mM Na2SO4 






A    absorbanca 
A280   absorbanca pri 280 nm 
A600   absorbanca pri 600 nm 
APS   amonijev persulfat (ang. ammonium persulfate) 
BSA    goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
C   koncentracija kisika v brozgi (mol·m
-3
) 
c   molska koncentracija proteina (mol·l-1) 
C*   koncentracija kisika v brozgi v ravnotežju s plinsko fazo ali topnost 
kisika v brozgi (mol·m
-3
) 
C1   konstanta 
C2   konstanta 
C3   konstanta 
Co   koncentracija kisika v brozgi (0 mol·m
-3
) 
CBB    komasi briljantno modra (ang. coomassie brilliant blue)  
Crekomb. protein v lizatu koncentracija izoliranega rekomb. proteina v vzorcu lizata proteinov 
(mg·ml-1) 
Crekomb. protein v brozgi  koncentracija rekombinantnega proteina v brozgi (mg·ml
-1
) 
d   maksimalni notranji premer Erlenmeyerjeve steklenice (m) 
D   premer bioreaktorja (m) 
𝑑𝐶
𝑑𝑡
    spreminjanje raztopljenega kisika po času 
dH2O   destilirana voda 
Di   premer mešala (m) 
Dkisik   difuzijski koeficient kisika v vodi (m
2·s-1)  
DNA   deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
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do   premer mešanja (m) 
f     faktor redčitve 
Fr   Froudovo število  
g   gravitacijski pospešek (m·s
-2
) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high preformance 
liquid chromatography) 
His-repek histidinski repek 
I   intenziteta izhodne svetlobe 
I0   intenziteta vpadne svetlobe 
IPTG  izopropil-1-tio-P-D-galaktopiranozid (ang. isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) 
kDa   kilo dalton 
kL    koeficient snovne prestopnosti v tekočini (m·s
-1
) 
kLa  volumetrični koeficient prenosa kisika (h
-1
) (ang. volumetric mass-
transfer coefficient) 
KV%   koeficient variacije (%) 
l    dolžina poti sevanja (cm) 
LB   gojišče Luria-Bertani 
ln   naravni logaritem 
MDG   ne-indukcijsko minimalno gojišče   
Mili-Q  blagovna znamka podjetja Millipore Corporation, ime predstavlja 
ultra čisto vodo 
N   obrati mešala (s
-1
) ali obrati mešanja (rpm) 
n   število podatkov 





OD600   optična gostota, merjena pri valovni dolžini 600 nm (ang. optical 
density)  
OUR   hitrost absorpcije kisika (ang. oxygen uptake rate) 
OTR   hitrost prenosa kisika (ang. oxygen transfer rate) 
PBSA  površina kromatograma vzorca standarda iz govejega serumskega 
albumina (BSA) (AU·s) 





Pkromatogram   površina kromatograma (AU·s) 
Po   število moči 
Prekomb. protein  površina kromatograma vzorca rekombinantnega proteina (AU·s) 
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Re   Reynoldsovo število 
RNA   ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
rpm    obrati na minuto (ang. revolutions per minute) 





SDS   natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE  
elektroforeza  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS 
t   čas (h) 
TEMED   tetrametiletilendiamin (ang. tetramethylethylenediamine) 
T7 RNA polimeraza RNA polimeraza iz bakteriofaga T7 
us   povprečna hitrost plina (m·s
-1
) 





V   prostornina tekočine v bioreaktorju (m
3
) 
Vbrozga   volumen brozge za analizo proteinov z SDS-PAGE elektroforezo(μl) 











V(lizata)   volumen vzorca lizata rekomb. proteina (ml) 
Vvoda za resuspendiranje  
celic    volumen vode za resuspendiranje celic (300 μl, za lažjo sonifikacijo) 
vvm   volumen zraka na volumen gojišča na minuto 
Vvzorca   volumen vzorca proteina za nanos na gel (μl) 
ZYM5052  avtoindukcijsko gojišče 
Qg    plinsko pretočno oz. aeracijsko število 
Qg,max   maksimalno plinsko pretočno oz. aeracijsko število  
X   koncentracija biomase (kg·m
-3
)    
?̅?   aritmetična sredina 
xi   posamezna vrednost oz. podatek 
Wb   višina lopatic mešala (m) 
μ   specifična hitrost rasti glede na biomaso (h
-1
) 
μmax   maksimalna specifična hitrost rasti (h
-1
) 
γvzorca    koncentracija vzorca (μg/μl) 
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π   število pi 
σ   standardni odklon 
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Histidinski repek Aminokislinski motiv v proteinih, ki je sestavljen iz najmanj 
šestih histidinskih ostankov, ki se običajno nahajajo na N- ali 
C- koncu proteina. 
 
Inkluzijska telesca Netopni citoplazemski vključki. Sestavljajo jih agregirane 
molekule rekombinantnega proteina in nekatere nečistoče. 
 
»In line«  Pri »in line« analizi poteka vzorčenje kontinuirano v 
bioreaktorju, rezultate meritev dobimo takoj, samo merjenje 
pa ne povzroča spremembe vzorca. 
 
Kinematična viskoznost Je razmerje med dinamično viskoznostjo (imenovano tudi 
viskoznost) in gostoto tekočine.  
 
 »Off line« Pri »off line« analizi vzamemo vzorec iz bioreaktorja v 
določenih časovnih intervalih in ga analiziramo.  
 
»On line« Pri »on line« analizi vzorčenje in prenos vzorca do senzorja 
potekata avtomatsko in se izvajata kontinuirano ali v 
določenih časovnih intervalih. 
 
Povprečna hitrost plina Hipotetična pretočna hitrost, ki se izračuna tako, da se pretok 
plina deli s površino prečnega prereza posode bioreaktorja, 
ob predpostavki, da je plin v danem trenutku edina prisotna 
snov. 
 
Rekombinantni protein Protein, katerega genski kod je rekombinantna DNA.  
Rekombinantna DNA je rezultat molekulskega kloniranja, ki 
sestavlja genski material iz različnih virov, zaradi tega teh 
zaporedij ni mogoče najti v bioloških organizmih 
 
Retencijski čas Je čas zadrževanja snovi na koloni oz. čas, ki ga snov 
potrebuje za potovanje od injektorja do detektorja skozi 
kromatografsko kolono in je ob danih kromatografskih 











Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  




Verjetno najbolj znano definicijo biotehnologije je postavila Organizacija za gospodarsko 
sodelovanje in razvoj (ang. Organisation for Economic Co-operation and Development): 
»Biotehnologija je aplikacija znanstvenih in inženirskih pristopov procesiranja materialov 
z organizmi za pridobivanje dobrin in storitev« (Bud, 1993).  
 
Uporaba mikroorganizmov za fermentacijo živil, ima svoje začetke že v antiki. Varjenje 
piva so poznali že stari Egipčani. A vendar so današnji izraz »biologija« uporabili šele ob 
koncu 18. stoletja. V 20. stoletju, ko so začele nastajati povezave med biologijo in 
inženirstvom, se je začel uporabljati izraz »biotehnologija« in hkrati so se pojavile težnje 
za novo industrijsko revolucijo, ki je temeljila na znanosti biologije (Bud, 1993). 
 
Danes je biotehnologija nepogrešljivi del številnih prehrambnih, kemijskih in 
farmacevtskih industrij. Pri bioprocesih izkoriščamo mikrobne, živalske in rastlinske celice 
ali celične komponente, kot so encimi, za pridobivanje novih produktov ali predelavo 
škodljivih odpadkov (Doran, 2013).  
 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Rekombinantni (rekomb.) proteini predstavljajo pomemben del farmacevtskih in 
biotehnoloških produktov. Kadar je le mogoče, jih izražamo v mikroorganizmih, ki imajo 
visoko specifično hitrost rasti ter visok doprinos, kar se odraža v visoki produktivnosti. 
Seveda to velja v primeru doseganja visokih koncentracij mikroorganizmov. Najbolj 
zaželen model proizvodnje rekomb. proteinov je njihovo izločanje iz celice, kar znatno 
poenostavi njihovo izolacijo, žal pa to pogosto ni mogoče. V takem primeru je potrebno 
celice razbiti ter izolirati protein, večkrat prisoten v obliki inkluzijskih telesc.  
 
Poleg lastnosti rekomb. proteina in mikroorganizma je za uspešno industrijsko aplikacijo 
ključnega pomena tudi sposobnost prenosa procesa v večje merilo. Zato je pomembno, da 
tekom razvoja postopka obravnavamo vse faze z integriranim obravnavanjem 
pripravljalnih (ang. up-stream) in zaključnih (ang. down-stream) procesov. 
 
 
1.2 CILJ MAGISTRSKEGA DELA 
 
Glavni cilj magistrskega dela je razvoj učinkovitega procesa za pridobivanje rekomb. 
proteina v večjem merilu. Za dosego tega je potrebno izvesti več delnih ciljev, kot je vnos 
vektorja in s tem pripravo ustreznih rekomb. bakterij vrste Escherichia coli (E. coli), 
gojenje pripravljenega mikroorganizma v Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku in 
določitev ključnih inženirskih parametrov, prenos gojenja v mešalni reaktor z 
upoštevanjem povečevalnih kriterijev, razvoj postopkov izolacije v laboratorijskem merilu 




Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
2 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Predvidevamo, da celovito obravnavanje procesa omogoča učinkovit razvoj 
proizvodnega procesa.  
 
 Predvidevamo, da gojenje na stresalniku omogoča pridobitev zadostnega števila 
podatkov za učinkovit prenos v večje merilo ob upoštevanju ustreznih povečevalnih 
kriterijev.  
 
 Predvidevamo, da razvoj metod izolacije v laboratorijskem merilu omogoča 
učinkovit prenos v večje merilo ob upoštevanju ustreznih povečevalnih kriterijev. 
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Definicija bioprocesništva (Doran, 2013):  
 
- Uporaba bioloških postopkov, ki povzročijo želene fizikalne ali kemične 
spremembe, zlasti v različnih industrijskih aplikacijah; tudi pri obdelavi organskih 
ali anorganskih materialov (premog, minerali itd.). 
- Proizvodnja komercialno uporabnih produktov (kemikalije, farmacevtski produkti 
itd.) z biološkim postopkom, kot je na primer mikrobna fermentacija. 
- Bioprocesi so razviti za mnogo komercialnih produktov, tako na primer za produkte 
nižjega cenovnega razreda kot so industrijski alkohol in organska topila kot tudi za 
drage produkte, kot so antibiotiki, terapevtski proteini, cepiva, encimi, itd.  
 
 
2.2 PRODUKCIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
 
Ni dvoma, da je produkcija rekomb. proteinov z mikroorganizmi povzročila revolucijo v 
industrijski biotehnologiji. Dnevi, ko so bili potrebni kilogrami živalskega in rastlinskega 
tkiva ali veliki volumni bioloških tekočin za izolacijo malih količin želenih proteinov, so 
že skoraj preteklost. Za doseganje dobre produkcije in izolacije izbranega rekomb. proteina 
v velikih količinah je potrebno dobro ovrednotiti biokemijske lastnosti ciljnega produkta, 
njegovo uporabo v industrijskih procesih in razvoj procesa za komercialno uporabo 
(Rosano in Ceccarelli, 2014).  
Na teoretičnem nivoju so koraki za pridobivanje rekomb. proteinov jasni in enostavni. 
Potrebno je izbrati želeni gen, ga klonirati v ekspresijski vektor, ga vnesti v izbranega 
gostitelja, inducirati produkcijo ciljnega proteina in potem je protein pripravljen za 
izolacijo in karakterizacijo. Vendar se v praksi pogosto srečujemo s težavami, kot je slaba 
rast gostitelja, tvorba inkluzijskih telesc, neaktivnost proteina, nizka produkcija ciljnega 
proteina itd. (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
 
 
2.2.1 Razvoj bioprocesa  
 
Razvoj bioprocesa do končnega industrijskega procesa je interdisciplinarne narave. 
Potrebnih je več korakov, da rekomb. produkt postane komercialni izdelek (Doran, 2013). 
Čeprav imajo vsi bioprocesi skupen vzorec načrtovanja in razvoja bioprocesa, se lahko 
močno razlikujejo v produktu, mikrobnem sevu ali v rastnih pogojih, zato je za vsak 
bioproces potreben celovit individualen pristop. Potrebna je pravočasna identifikacija 
procesnih parametrov, ki lahko vplivajo na kakovost produkta ter donos. Ključ do uspeha 
je ohranjanje enake kakovosti in donosa produkta med celotnim prenosom bioprocesa v 
večje merilo (Marques in sod., 2010). 
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Na potek bioprocesa vplivajo številni parametri, ki jih je potrebno identificirati in 
ovrednotiti. Prenos snovi in dinamika tekočin v bioreaktorju sta odvisni od mnogih 
parametrov, kot so mešanje, vnos moči za mešanje v bioreaktorju, strižna hitrost tekočine, 
lastnosti gojišča, koncentracija ciljnega produkta, temperatura gojenja in pH vrednost 
brozge v času bioprocesa. Na kinetiko rasti mikroorganizmov vplivajo parametri 
biokemijske narave, ki jih je potrebno optimizirati. Na fiziologijo mikroorganizmov 
vplivajo tudi fizikalni parametri, predvsem tisti, ki so odgovorni za oskrbo s kisikom, 
prenosom toplote in mešanjem: vnos kisika, čas pomešanja, vnos moči in volumetrični 
koeficient prenosa kisika (volumetric mass-transfer coefficient ali kLa) (Marques in sod., 
2010). 
 
Celoten proces pridobivanja rekomb. proteina v glavnem delimo na pripravljalne procese 
in na zaključne procese. Pripravljalni procesi vključujejo (Doran, 2013):  
- pripravo gostiteljskega organizma, 
- pripravo glavne in delovne celične banke, 
- produkcijo proteina.  
 
Zaključni procesi vključujejo (Doran, 2013): 
- metode izolacije rekomb. produkta, 
- fizikalno-kemijske analize produkta, 
- oblikovanje končnega izdelka. 
 
Prvi koraki razvoja bioprocesa skrbijo za genetsko manipulacijo gostiteljskega organizma. 
Genski inženiring gostiteljskega organizma se izvaja v laboratorijih v mililiterskih ali celo 
mikroliterskih volumnih (Slika 1; korak 1. – korak 11.). Po pripravi gostiteljskega 
organizma, je potrebno ovrednotiti lastnosti rasti celične kulture in produkcijo rekomb. 
proteina (Slika 1; korak 12.) (Doran, 2013). Analize rekombinantnega organizma se po 
navadi izvajajo z gojenjem celične kulture v mikroreaktorjih, volumna od nekaj μl do nekaj 
ml (npr. sistem BioLector) (Agresti in sod., 2009; Asanomi in sod., 2011) in na stresalniku 
v Erlenmeyerjevih steklenicah, volumna od 250 ml do 1 l (Doran, 2013). V tej točki se 
določijo optimalni pogoji gojenja, npr. sestava gojišča, pH vrednosti gojišča, temperatura 
gojenja, ki omogočajo optimalno rast in produktivnost. Izračuna se hitrost rasti rekomb. 
organizma, specifična produktivnost ter izkoristek produktivnosti (Doran, 2013). V našem 
primeru smo pridobili že pripravljen rekombinantni organizem. 
Ko so pogoji gojenja znani, sledi prenosa proces v večje merilo (ang. scale-up). Prva 
stopnja je lahko bioreaktor volumna 1 l ali 2 l, opremljen z instrumenti za spremljanje 
temperature, pH vrednosti, koncentracijo raztopljenega kisika, število obratov mešala itd. 
(Slika 1; korak 13.). Določi se potreba celic po kisiku, njihova občutljivost na strižno 
hitrost tekočine, penjenje, koeficient snovnega prenosa (ang. mass transfer coefficients), 
čas pomešanja, hitrost absorpcije kisika (ang. oxygen uptake rate ali OUR), vnos moči in 
podobno (Doran, 2013). Za ta korak smo uporabili Erlenmeyerjevo steklenico, volumna 
500 ml, opremljeno s pH elektrodami in elektrodami za merjenje koncentracije 
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raztopljenega kisika v brozgi. Določili smo kLa, hitrost rasti bakterijske kulture in 
spremljali produkcijo rekomb. proteina.  
Sledi prenos bioprocesa v pilotni mešalni bioreaktor, volumna od 20 l do 140 l (Slika 1; 
korak 15.). Namen eksperimentov na pilotnem nivoju je preučiti odziv celic na prenos iz 
laboratorijskega na pilotni nivo. Sprememba delovnega volumna se zdi relativno 
nepomembna, saj ostaja podobnost v geometrijski obliki bioreaktorja, vrsti mešala, načinu 
prezračevanja … a kljub temu ima prenos v večje merilo učinek na aktivnost celic, kar se 
mnogokrat pokaže v izgubi produktivnosti (Doran, 2013).  
Ko je korak na pilotnem nivoju uspešno zaključen, sledi optimizacija bioprocesa na 
industrijskem nivoju v industrijskem bioreaktorju, kateri so lahko volumna več kubičnih 
metrov (Slika 1, korak 15.). Ko bioproces vključuje rekomb. celice ali patogene organizme 
je potrebno med načrtovanjem procesa upoštevati varnostne zahteve (Doran, 2013).  
Nato pridemo do koraka 16. (Slika 1), ki predstavlja začetek zaključnih procesov. 
Oblikovanje končnega izdelka lahko predstavlja od 80 % do 90 % celotnih stroškov 
procesa (Doran, 2013). Nekaj več o zaključnih procesov sledi v poglavju 2.5 Zaključni 
procesi. 
Po izolaciji sledi pakiranje izdelka in prodaja na trgu (Slika 1; korak 17.), s čimer se nismo 
ukvarjali (Doran, 2013). 
 
 
Slika 1: Prikaz korakov v razvoju novega procesa za komercialno proizvodnjo rekomb. produkta. 
 Od 1. do 17. so prikazani koraki v razvoju procesa (Doran, 2013). 
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2.3 PRIPRAVLJALNI PROCESI 
 
2.3.1 Izbira gostiteljskega organizma 
 
Izbira gostiteljskega organizma, s katerim izražamo gen ciljnega produkta je ključna pri 
nadaljnjem razvoju procesa produkcije ciljnega proteina. Na izbiro gostiteljskega 
organizma vpliva mnogo parametrov. Na primer, če so potrebne evkariontske 
posttranslacijske modifikacije (glikozilacija), prokariontski ekspresijski sistem ni primeren. 
Najpogosteje uporabljeni gostiteljski organizmi za produkcijo proteinov so sevi bakterij, 
kvasovk, filamentoznih gliv, insektnih celic in sesalskih celic (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
Pri našem delu smo kot gostiteljski organizem uporabili bakterijo vrste Escherichia coli (E. 
coli); sev E. coli BL21[DE3] pLysS. E. coli je po Gram-u negativna bakterija, ki jo 
pogosto najdemo v črevesju toplokrvnih organizmov. Večina sevov E. coli je za človeka 
neškodljivih, nekateri so lahko tudi patogeni (Rosano in Ceccarelli, 2014). 
E. coli predstavlja dobro uveljavljeno »celično tovarno« in je priljubljena ekspresijska 
platforma za produkcijo rekomb. proteinov, predvsem zaradi hitre kinetike rasti. V 
optimalnih okoljskih pogojih je njen generacijski čas 20 min. Produkcija rekomb. proteina 
predstavlja obremenitev metabolizma, kar se odrazi v podaljšanju generacijskega časa. 
Dobra lastnost uporabe E. coli kot gostiteljskega organizma, je možnost doseganja visoke 
celične gostote le-tega. Teoretična meja najvišje celične gostote v tekoči kulturi je 
ocenjena na 200 g suhe celične biomase na liter tekoče kulture ali 1 x 10
13 
živih 
bakterij/ml, vendar pri običajnih laboratorijskih pogojih (v šaržnem procesu pri 37 °C v 
gojišču Luria-Bertani oz. v gojišču LB) pogosto dosežemo gostoto celic nižjo od 1 x 10
10 
živih bakterij/ml, kar je manj kot 0,1 % teoretično določene maksimalne celične gostote 
(Rosano in Ceccarelli, 2014).  
Trenutne raziskave in razvoj uporabe E. coli kot rekombinantnega organizma so usmerjene 
v uporabo dveh različnih sevov: E.coli B (BL21) in E.coli K (JM109) (Moulton, 2014). 
 
Sev E. coli BL21[DE3] pLysS so kompetentne celice (lahko privzamejo DNA iz bližnjega 
okolja), ki omogočajo visok izkoristek produkcije katerega koli gena, ki je pod kontrolo 
močnega bakteriofagnega promotorja T7, ki ga bakterijska RNA polimeraza ne prepozna. 
Da se vstavljeno zaporedje prepiše, je potrebna bakteriofagna T7 RNA polimeraza. Sev E. 
coli BL21[DE3] pLysS ima v kromosomu vgrajen gen za T7 RNA polimerazo, kateri je 
pod kontrolo lacUV5 promotorja. T7 RNA polimeraza se začne izražati po dodatku 
izopropil-1-tio-P-D-galaktopiranozida (ang. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside ali 
IPTG) ali laktoze. Laktoza se z β-galaktozidazo pretvori v alolaktozo. IPTG ali alolaktoza 
povzročita čezmerno izražanje T7 RNA polimeraze, ki inducira produkcijo rekomb. 
proteina, katerega gen je pod kontrolo T7 promotorja. Plazmid pLysS nosi zapis za T7 
lizocim in odpornost proti antibiotiku kloramfenikolu. Lizocim T7 je inhibitor T7 RNA 
polimeraze, s čimer zmanjša izražanje rekombinantnega proteina pred indukcijo. S tem 
imamo dober nadzor nad izražanjem vstavljenega zaporedja. Kar je zelo pomembno, če je 
rekombinantni protein toksičen za celico. Na ta način, bakterije najprej namnožimo do 
ustrezne gostote in šele nato induciramo produkcijo rekombinantnega proteina (Studier in 
Moffattf, 1986). 
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E.coli BL21[DE3] pLysS sev nima Ion proteaze in ompT membranske proteaze, ki bi lahko 
vplivale na razgradnjo ciljnega proteina (Studier in Moffattf, 1986). 
 
 
2.3.2 Izbira gojišča 
 
Izbira oziroma razvoj gojišča je eden iz med kritičnih parametrov za optimalno rast E. coli 
in njeno produkcijo rekomb. proteinov. V glavnem se uporabljajo tri različne vrste gojišč 
(Moulton, 2014) : 
- definirano gojišče, 
- pol-definirano gojišče, 
- kompleksno gojišče. 
 
Pri našem smo uporabili pol-definirano gojišče, ki je hkrati avtoindukcijsko gojišče, 
imenovano ZYM5052 (Studier, 2005). 
 
 
2.3.2.1 Avtoindukcijsko gojišče 
 
Avtoindukcijska gojišča, kot je na primer ZYM5052 so bila razvita za gojenje IPTG-
inducibilnih ekspresijskih sevov za avtomatsko indukcijo produkcije rekombinantnih 
proteinov. Gojišče ZYM5052 vsebuje različne vire ogljika, trije glavni so: glukoza, laktoza 
in glicerol. Koncentracija glukoze je limitna. Bakterije jo v začetni rasti prednostno 
uporabljajo kot vir ogljika in energije. Glukoze pogosto zmanjka, ko so bakterije v srednji 
ali pozni eksponentni fazi rasti. Potem začnejo presnavljati laktozo. Bakterije laktozo z β-
galaktozidazo pretvorijo v induktor alolaktozo. Alolaktoza povzroči sprostitev lac 
represorja iz specifičnega vezavnega mesta na DNA molekuli, s čimer inducira produkcijo 
T7 RNA polimeraze iz lacUV5 promotorja in odblokira T7lac promotorje, ki omogočajo 
produkcijo rekomb. proteina s T7 RNA polimerazo. Glicerol služi kot dodaten vir ogljika 
med produkcijo in omogoča učinkovito rast bakterij in ne omejuje indukcije (Studier, 
2005).   
 
Ta metoda se lahko uporablja tudi za promotorje regulirane z drugimi metaboliti in v 
primeru katabolne represije. Sevi z okvarami na lacZ (β-galaktozidaza) ali na lacY 
(laktoza-permeaza) niso primerni za avtoindukcijo z laktozo, saj niso sposobni presnavljati 
laktoze ali jo pretvoriti v alolaktozo. (Studier, 2005).   
 
 
2.3.4 Šaržni proces 
 
Šaržni proces je sistem z »zaprto« bakterijsko kulturo s specifičnim gojiščem, temperaturo 
gojenja, prezračevanjem in drugimi okoljskimi pogoji, ki omogočajo optimalno rast 
bakterijske kulture. Hranila se med bioprocesom ne dodajajo, odpadne snovi ali ciljni 
produkti pa se ne odstranjujejo (Doran, 2013).   
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Opišemo ga z diferencialnimi masnimi bilancami, saj se koncentracija biomase in substrata 





= 𝜇𝑋              … (1) 
 




) hitrost rasti, X (kg·m
-3
) koncentracija biomase, μ (h
-1
) 
specifična hitrost rasti.  
 
Specifična hitrost rasti je lastnost mikroorganizma, odvisna od dedne zasnove, fiziologije 
mikroorganizma in pogojev v okolju v katerem se nahaja. Maksimalno specifično hitrost 
rasti doseže le v optimalnih razmerah med gojenjem. S spremljanjem rasti med šaržnim 
procesom, dobimo značilno rastno krivuljo mikroorganizmov (Slika 2), sestavljeno iz faze 
prilagajanja, faze pospešene rasti, eksponentne faze rasti, stacionarne faze in faze 
odmiranja. Specifična hitrost rasti se spreminja glede na fazo rasti. V prvi fazi, fazi 
prilagajanja, takoj po inokulaciji, je vrednost specifične hitrosti okoli nič. Mikroorganizem 
se v tej fazi prilagaja novemu okolju, npr. s sintetiziranjem encimov, medtem ko ostaja 
njihovo število konstantno. Trajanje faze prilagajanja je odvisno od fiziološkega stanja 
inokuluma, sprememb v gojišču, dostopnosti kisika in temperature gojenja. V naslednji 
fazi, fazi pospešene rasti, začne koncentracija biomase intenzivno naraščati. Specifična 
hitrost rasti še ne doseže vrednosti maksimalne specifične hitrosti. Šele v eksponentni fazi 
rasti se mikroorganizem deli s konstantno maksimalno specifično hitrostjo rasti. 
Koncentracija biomase s časom eksponentno narašča. Maksimalno specifično hitrost rasti 





pri čemer integriramo začetni pogoj t = 0, X = X0. μmax (h
-1
) predstavlja maksimalno 
specifično hitrost rasti, t (h) je čas, X (kg·m
-3
) je koncentracija biomase, Xo (kg·m
-3
) je 
koncentracija biomase pri času t = 0. 
V zadnji fazi, fazi pojemajoče rasti, se rast upočasni. Zavirajo jo nizka koncentracija hranil 
in kopičenje metabolitov (Diwekar, 2014). 
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2.4 PRENOS PRODUKCIJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA IZ STRESALNIKA 
V MEŠALNI BIOREAKTOR  
 
Na pomembno vprašanje v biotehnologiji, kako izvesti prenos v večje merilo, ni enotnega 
odgovora. Ne poznamo enotne strategije. Za prenos v večje merilo po navadi uporabimo 
brezdimenzijske parametre, torej kLa, čas pomešanja, volumski vnos moči, število obratov 
mešala, obodna hitrost mešala, volumetrični vnos kisika (ang. volumetric gas flow rate per 
unit volume) itd. Izbrane ustrezne parametre ohranimo konstantne med prenosom v večje 
merilo. Cilj je, da ostanejo okoljski pogoji gojenja konstantni (Marques in sod., 2010). 
Pri našem delu smo za eksperimente ovrednotenja bioprocesa uporabili Erlenmeyerjeve 
steklenice z utori, volumna 0,5 l. Bioproces smo prenesli v mešalni bioreaktor volumna 10 
l. Prenos bioprocesa iz Erlenmeyerjevih steklenic v mešalni bioreaktor je temeljil na 
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2.4.1 Prenos produkcije rekombinantnega proteina iz stresalnika v mešalni  
bioreaktor pri konstantnem kLa 
 
Kadar izberemo konstanten kLa kot kriterij za prenos v večje merilo, je potrebno 
okarakterizirati vpliv tistih obratovalnih pogojev v Erlenmeyerjevi steklenici in 
bioreaktroju, ki vplivajo na vrednost kLa. Na splošno je težko natančno posnemati 
karakteristike masnega prenosa v bioreaktorju z Erlenmeyerjevo steklenico. Vendar pa 
metabolna aktivnost številnih mikroorganizmov ni odvisna od koncentracije kisika v tekoči 
fazi, dokler je koncentracija višja od kritične vrednosti le-te. Tako je v večini primerov 
dovolj razlikovanje dveh obratovalnih pogojev ko je kisik limiten in ko ni limiten substrat. 
Da zagotovimo pogoje, pri katerih kisik ni limitirajoči substrat, največja hitrost porabe 
kisika s strani mikroorganizmov ne sme biti večja od največje hitrosti prenosa kisika v 
tekočino (Seletzky in sod., 2007). 
Micheleti in sod. (2006) so pri študiju prenosa aerobne fermentacije E. coli za produkcijo 
transketolaze iz mikrotiterskih plošč do mešalnih bioreaktorjev, prav tako uporabili kLa, 
kot konstantni povečevalni parameter. Bioproces iz mikrotiterske plošče so prenesli 
neposredno v bioreaktor z delovnim volumnom 1,4 l. Drugih razlik, razen trajanja faze 
prilagajanja rasti mikroorganizma med obema nivojema niso opazili. Dobili so podobno 
maksimalno specifično hitrost rasti mikroorganizmov in končno koncentracijo biomase 
(Marques in sod., 2010). 
V študiji, ki jo je izvedel Islam s sod. (2007), je bil kLa opredeljen kot ključni inženirski 
parameter za karakterizacijo bioprocesa produkcije rekomb. proteina z bakterijo vrste E. 
coli. Izvedli so prenos produkcije iz mikrotiterskih plošč v mešalni bioreaktor z volumnom 





nivojih. Pri vrednosti kLa 0,069 s
-1 
so na vseh nivojih dobili enake profile kinetike rasti in 
enako produktivnost bioprocesa za nastanek rekomb. proteina. Pri vrednosti kLa 0,015 s
-1
, 
zaradi slabega vnosa kisika v kulturo, niso dosegli ujemanja in ponovljivosti v profilih 
kinetike rasti in produktivnosti bioprocesa za nastanek rekomb. proteina. 
 
 
2.4.1.1  Kisik, substrat v bioprocesih 
 
Kisik je ključni substrat v aerobnih procesih in pogosto tudi limitni substrat. Večina 
bioprocesov poteka v tekočem gojišču, zato je hitrost prenosa kisika iz plina v brozgo zelo 
pomembna, saj je potrebno zagotoviti dovolj raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi. V 
takšnih procesih gre za prenos snovi v sistemu plin-kapljevina. Med mešanjem mehurčkov 
zraka s kisikom, poteka snovni prenos kisika iz plina v tekočino preko mejnega sloja in 
fazne meje. Na vsaki strani fazne meje, znotraj mehurčka in v tekočini, sta mirujoči plasti 
plina in tekočine. Tukaj poteka snovni prenos. Da pride molekula kisika do celice, mora na 
poti od zračnega mehurčka do mitohondrija premagati številne upore (Slika 3). Laminarna 
plast tekočine okrog zračnega mehurčka predstavlja največji upor za prenos kisika. Tam 
prenos snovi poteka z difuzijo. Ta korak predstavlja kritično točko prenosa kisika (Doran, 
2013).  
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Snovni prenos lahko povečamo s povečevanjem intenzivnosti mešanja, saj tako zmanjšamo 
debelino plasti tekočine okrog zračnega mehurčka in zmanjšamo premer mehurčkov 
(Marques in sod., 2010). 
 
Slika 3: Prikaz poti prenosa kisika iz zračnega mehurčka do celice (Doran, 2013). 
 
Hitrost prenosa kisika (ang. oxygen transfer rate ali OTR) predstavlja bistveni element 
bioprocesa in je primeren inženirski parameter za načrtovanje prenosa v večje merilo 
(Marques in sod., 2010). Za hitrost prenosa kisika iz zračnega mehurčka v bioprocesno 
brozgo lahko uporabimo spodnjo formulo (Doran, 2013): 
… (4) 




) hitrost prenosa kisika na volumensko enoto brozge, kL (m·s
-1
) 




) je stična površina med plinom in 
kapljevino na volumsko enoto brozge, C (mol·m
-3





) je topnost kisika v brozgi. Gonilna sila za prenos kisika je razlika med 
koncentracijo nasičenja in dejansko koncentracijo kisika v brozgi (C
*
-C) (Doran, 2013). 
Topnost kisika v gojišču je odvisna od temperature. Čeprav poznamo odvisnost med 
temperaturo vode in topnostjo kisika v vodi, pa le-te ne moremo direktno uporabiti za 
gojišče, saj ima pomemben vpliv na topnost kisika tudi sestava gojišča. Tako je pogosto 
topnost kisika v gojišču od 5 % do 25 % nižja kot v vodi (pri enaki temperaturi in tlaku) 
(Vendruscolo in sod., 2012). OTR povečamo z zvišanjem obratov mešanja in 
prostorninskega pretoka plina. OTR je potrebno prilagoditi glede na mikrobiološko potrebo 
po kisiku (ang. oxygen uptake rate ali OUR) (Marques in sod., 2010). OUR je odvisen 
predvsem od vrste organizma, faze rasti mikroorganizma in vira ogljika v gojišču.  
𝑁𝐴 = 𝑘𝐿𝑎(𝐶
∗ − 𝐶) 
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V šaržnem procesu se hitrost porabe po kisiku spreminja s časom, zaradi naraščanja 
koncentracije celic in spreminjanja specifične hitrosti porabe kisika. Specifična hitrost 
porabe kisika podaja hitrost porabe kisika na celico in je odvisna od biokemijskih lastnosti 
celice ter njenega okolja. Če koncentracija kisika v gojišču pade pod določeno vrednost, 
tako imenovano kritično koncentracijo raztopljenega kisika, je specifična hitrost porabe 
kisika odvisna od koncentracije kisika v gojišču. Koncentracija raztopljenega kisika v 
gojišču mora biti ves čas višja od kritične koncentracije raztopljenega kisika, da 
preprečimo omejevanje mikrobne rasti zaradi pomanjkanja kisika (Doran, 2013).  
 
 
2.4.1.2  Eksperimentalno določanje kLa 
 
Metode za določanje kLa so različne. Pomembno je, da pri vseh zagotovimo enake pogoje 
kot so med samim gojenjem (Doran, 2013). 
Poznamo direktne in indirektne metode določanja kLa v bioreaktorjih. Za direktne metode 
uporabljamo kisikove elektrode, ki omogočajo spremljanje koncentracije kisika »on line« 
(Tribe in sod., 1994). Na voljo so prilagojene kisikove elektrode za merjenje koncentracije 
kisika v mikrotiterskih ploščah in Erlenmeyerjeve steklenice opremljene s kisikovimi 
elektrodami (Tolosa in sod., 2002). Direktne metode se delijo na stacionarne in dinamične. 
Pri stacionarnih metodah je koncentracija kisika konstantna. Spremljamo vsebnost kisika 
pri vstopu in izstopu iz bioreaktorja. Razlika med njima je enaka hitrosti prenosa kisika iz 
plina v kapljevino. Pri dinamičnih metodah se koncentracija kisika s časom spreminja. 
Obstajajo različne vrste dinamičnih metod. Najpogostejši sta razplinjevalna metoda in 
dinamična metoda z mikroorganizmi (Garcia-Ochoa in Gomez, 2009). 
Pri indirektnih metodah določanja kLa uporabljamo kemijske ali fizikalne metode. 
Najpogosteje se uporablja s kobaltom katalizirana oksidacija sulfita, ki je optimizirana za 
uporabo v mikrobioreaktorjih. Slednje so lahko manj natančne, saj lahko dinamika 
tekočine, lastnosti tekočine in površinska napetost moti kemijsko reakcijo oksidacije. Na 
voljo je tudi encimska metoda, ki temelji na uporabi glukoze oksidaze, pogosto katehol 
2,3-dioksigenaze (Marques in sod., 2010). 
Pri našem eksperimentalnem delu smo za določitev kLa v erelnmajerjevi steklenici in v 
mešalnem biopreaktorju uporabili razplinjevalno metodo določanja kLa. Opis metode sledi 
v poglavju 3. Materiali in metode. 
 
 
2.4.1.3  Empirične korelacije za določitev kLa v Erlenmeyerjevi steklenici 
 
Erlenmeyerjeve steklenice se pogosto uporabljajo pri osnovnih poskusih za razvoj 
bioprocesa. Imajo enostavno mehansko konstrukcijo in zahtevajo le majhne količine 
materiala in energije ter s tem poceni delovanje, vendar lahko pride do nezadostnega 
raztapljanja kisika v gojišče in s tem do omejevanja mikrobne rasti (Maier in Büchs, 2001). 
Na hitrost prenosa kisika v Erlenmeyerjevih steklenicah vpliva več faktorjev: oblika in 
velikost posode, obrati mešanja, amplituda mešanja, tip mešanja (orbitalno ali linearno) ter 
volumen tekočine. OTR je odvisen tudi od tega, iz kakšnega materiala je Erlenmeyerjeva 
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steklenica. Hidrofoben material (npr. plastika) vpliva na znižanje OTR, saj se zaradi 
lastnosti materiala ustvarja manj tekočinskih filmov na notranjih stenah Erlenmeyerjeve 
steklenice, kateri bi povečali stično površino med plinom in kapljevino. Manj stične 
površine med plinom in kapljevino pomeni manj možnosti za prenos kisika v gojišče. V 
nasprotju pa hidrofilen material (npr. steklo) omogoča ustvarjanje tekočinskih filmov na 
stenah kar posledično vpliva na zvišanje OTR (Maier in Büchs, 2001, Marques in sod., 
2010). 
Na voljo so različne empirične korelacije za napovedovanje kLa v erlenmajerjevih 
steklenicah. Uporabili smo naslednjo enačbo (Henzler in Schedel, 1991): 
… (5) 




2·s-1) difuzijski koeficient kisika v vodi, v (m2 ·s-1) kinematična 
viskoznost za vodo, N (s
-1




Pomanjkljivost empirične korelacije (5) je neprilagojenost na Erlenmeyerjeve steklenice z 
utori, katere smo mi uporabljali pri delu. Namreč Kato Y. in sodelavci (2005) so pri 
merjenju kLa v različnih tipih erlenmajerjevih steklenic ugotovili, da je vrednost kLa v 




2.4.1.4  Empirične korelacije za določitev kLa v mešalnem bioreaktorju 
 
Empirične korelacije pogosto niso dovolj natančne za konkreten preučevan sistem, saj 
navadno pride do odstopanja med eksperimentalno pridobljenimi podatki in podatki 
pridobljenimi z empiričnimi korelacijami. To je posledica uporabe različnih tipov 
bioreaktorjev, delovnih pogojev, lastnosti gojišč itd. Dodatek ionov ali ogljikovodikov v 
tekočino vpliva na povišanje kLa, medtem ko dodatek protipenilcev ter povečanje 
viskoznosti gojišča, zniža kLa (Marques in sod., 2010). 
Van't Riet (1979) je predlagal splošno empirično korelacijo za kLa (6), ki vključuje 
volumetrični vnos moči (ang. volumetric power consumption) in hitrost plina (ang. 
superficial gas velocity): 
 
… (6) 




) vnos moči v zaplinjeno tekočino, V (m
3
) je prostornina tekočine v 
bioreaktorju, us (m·s
-1
) je povprečna hitrost plina in C1, C2 ter C3 so konstante, ki so 
odvisne od tipa bioreaktorja (Van't Riet, 1979). 
Montes in sod. (1999) so določili vrednost kLa v brozgi kvasovk (vrste Trigonopsis 
variabilis) pri različnih obratih mešanja in pri različnih povprečnih hitrosti plina, v treh 
različnih mešalnih bioreaktorjih (volumna 2, 5 in 15 l). Eksperimentalne podatke so 
𝑘𝐿a = 0,5 𝑑
2,03𝑁𝑉−0,89𝐷𝑘𝑖𝑠𝑖𝑘
0,5  𝑣−0,24 𝑔− 0,13𝑑𝑜 
0,25 
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vstavili v enačbo (6) in pri tem dobili za parameter C1 vrednost 3,2·10
-3
, za C2 vrednost 
0,35 in za C3 vrednost 0,41. 
Shin in sod. (1996) so predlagali empirično korelacijo za kLa (7), katera upošteva vpliv 
celične gostote X (g·l-1) na prenos kisika. Namreč razpoložljivost kisika v kulturah z visoko 
gostoto celic hitro rastočih aerobov, kot je rekombinantna E. coli, je lahko omejujoči 
dejavnik uspešne fermentacije. 







(1 + 2,21𝑋 + 0,2𝑋)−0,25         ... (7) 
 
Čeprav je bilo razvitih kar nekaj korelacij za različne sisteme, pa večina od njih ni 
specifičnih za bioprocesne brozge, ali so razvite na tak način, da ne upoštevajo variacije 
parametrov (površinska napetost, viskoznost) med gojenjem, kateri bi lahko vplivali na 
učinkovitost prenosa kisika (Marques in sod., 2010).  
V preglednici 1 in preglednici 2 so primeri najpogosteje uporabljenih empiričnih korelacij 
za določitev kLa ter za določitev vnosa moči v brezplinsko (Pug) in plinsko tekočino (Pg).  
Preglednica 1: Povzetek najpogosteje rabljenih empiričnih korelacij za določitev kLa za laboratorijske 
mešalne bioreaktorje in pilotne mešalne bioreaktorje, volumna od 0,002 m
3
 do 2,6 m
3
. D (m) je premer 
bioreaktorja, Di (m) je premer mešala (Gill in sod., 2008). 
D (m) Tip mešala Di/D Empirične korelacije za določitev kLa Vir 
Različno Različno Različno 
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Preglednica 2: Povzetek najpogosteje rabljenih empiričnih korelacij za določitev vnosa moči v brezplinsko 





. D (m) je premer bioreaktorja, Di (m) je premer mešala (Gill in sod., 2008). 
D (m) Tip mešala Št. mešal Di/D Empirične korelacije za določitev vnosa 
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𝑃𝑢𝑔 = 𝑃𝑜𝜌 𝑁
3 𝐷𝑖5 
𝑃𝑔 = 𝑃𝑢𝑔(1 − (0,72 − 0,72𝜂)𝐹𝑟
0,25 tanh(24𝑄𝑔)) 
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2.5 ZAKLJUČNI PROCESI 
 
Po zaključku bioprocesa je potrebno rekomb. produkt izolirati (Slika 4). Praviloma je 
potrebnih več korakov, da se doseže željena stopnja čistosti končnega produkta (Doran, 
2013).  
Zaključni procesi obdelave bioprocesnih brozg se običajno začnejo z odstranjevanjem 
celic, kar dosežemo s filtriracijo ali centrifugiranjem. Naslednji korak je odvisen od 
lokacije ciljnega produkta. Pri produktih kot so encimi in rekomb. proteini, ki ostanejo v 
celici, je potrebno celice razbiti, da pridemo do produkta. Za razbijanje celic so na voljo 
različne mehanske metode: homogeniziranje s kremenčevim peskom, visokotlačna iztisna 
črpalka, homogenizator in ultrazvok. Nemehanske metode so: osmotski šok, zamrzovanje 
in odtajanje, encimska liza celične stene, alkalna liza, dodajanje topil in detergentov. 
Ostanke celic nato odstranimo od produkta s filtracijo ali centrifugiranjem. Za snovi kot so 
etanol, citronska kislina, antibiotiki in protitelesa, ki se izločajo iz celice, biomase ne 
potrebujemo in jo odstranimo s filtriracijo ali centrifugiranjem. Sledi primarna izolacija, 
katere cilj je odstranitev komponent z lastnostmi, ki se bistveno razlikujejo od lastnosti 
produkta. Gre za neselektivne metode, ki omogočajo koncentriranje produkta. Za primarno 
izolacijo so primerne naslednje metode: dvofazna vodna ekstrakcija, adsorpcija, obarjanje, 
ultrafiltracija, … (Doran, 2013). 
Sledi izolacija produkta s kromatografskimi metodami. Te metode so zelo selektivne in 
primerne za odstranjevanje nečistoč, ki imajo podobne lastnosti kot produkt. Končna 
oblika in stopnja čistosti produkta je odvisna od namena njegove uporabe. Za končno 
obdelavo visoko kakovostnih produktov, kot so farmacevtski izdelki, uporabljamo: 
sušenje, kristalizacijo, precipitacijo in ultrafiltracijo (Doran, 2013). 
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Slika 4: Splošna shema zaključnih procesov (Doran, 2013). 
 
 
2.5.1 Kromatografske metode 
 
Kromatografija je definirana kot proces, ki vsebuje stacionarno fazo, za ločevanje molekul  
raztopljenih v tekoči fazi, imenovani mobilna faza (Carta in Jungbauer, 2010).  
Ločevanje molekul temelji na osnovi njihove različne afinitete do določenih kemijskih 
skupin. Na stacionarni fazi se nahajajo kemijske spojine s katerimi ločujemo molekule v 
zmesi. Zaradi različne afinitete molekul do kemijskih skupin na stacionarni fazi, se te na 
njih zadržijo različno dolgo, kar omogoči njihovo ločevanje. Na koncu kromatografskega 
sistema je detektor, ki zaznava snovi, ki prihajajo iz kolone (Carta in Jungbauer, 2010). 
Obstaja veliko vrst kromatografij, ki se razlikuje v mehanizmu zadrževanja molekul v 
kromatografski koloni: adsorpcijska, porazdelitvena, ionsko izmenjevalna, gelska, 
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2.5.1.1 Izolacija rekombinantnih proteinov s histidinskimi repki 
 
Histidinski repki (His-repki) omogočajo izolacijo rekomb. proteinov z imobilizirano 
kovinsko afinitetno kromatografijo, saj se selektivno vežejo na kovinske ione (npr. nikljevi 
ioni), kateri so imobilizirani na kromatografskem mediju s pomočjo kelatnih ligandov. 
Proteini, ki so brez His-repkov nimajo afinitete do kovinskih ionov ali pa je ta zelo nizka 
(Recombinant Protein Purification, 2009).  
Splošna metoda izolacije rekomb. proteinov s His-repki pod nativnimi pogoji (Slika 5), se 
začne z ekvilibracijo kromatografskega medija z vezavnim pufrom, ki vsebuje nizko 
koncentracijo imidazola. Sledi nanos vzorca, ki smo ga pripravili v enakem vezavnem 
pufru kot pri prejšnjem koraku. Rekomb. proteini s His-repki se vežejo na kolono, ostali 
proteini se sperejo. Imidazol tekmuje s proteini za vezavna mesta na nosilcu 
kromatografske kolone. Nizka koncentracija imidazola v vezavnem pufru zmanjšuje 
nespecifične vezave proteinov gostiteljskih celic. Naslednji korak je elucija. Uporabimo 
elucijski pufer, ki vsebuje višjo koncentracijo imidazola, kar spodbuja elucijo vezanih 
proteinov. Koncentracijo imidazola je potrebno v vsakem koraku optimizirati, da se 
zagotovi visoka čistost in dober izkoristek (Recombinant Protein Purification, 2009). 
Opisan postopek velja tudi za izolacijo rekomb. proteinov s His-repki pod denaturirajočimi 
pogoji (Slika 5), s to razliko, da vezavni pufer vključuje uporabo 8 M uree ali 6 M 
gvanidinijevega hidroklorida, ki denaturirata proteine (Recombinant Protein Purification, 
2009). 
Če je rekomb. protein s His-repki v obliki inkluzijskih telesc, se vzorec za izolacijo 
pripravi tako, da se protein solubilizira s 4 - 6 M gvanidinijevim kloridom, s 4 - 8 M ureo, 
z detergentom, ... Izbrani denaturant mora biti prisoten v vseh pufrih med izolacijo 
proteina. Zvitje proteina v nativno obliko se lahko izvede po končani izolaciji proteina (z 
metodami kot so dializa, redčenje in gelska filtracija) ali že med samo izolacijo na 
kromatografski koloni (Recombinant Protein Purification, 2009). 





Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  




Slika 5: Splošni postopek izolacije proteinov z imobilizirano kovinsko afinitetno kromatografijo pod 
nativnimi pogoji in denaturirajočimi pogoji. Rekomb. proteini imajo His-repke (na sliki imenovani kot 
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2.5.2 Povečevalne metode zaključnih procesov 
 
Ko želimo produkcijo proteinov prenesti v večje merilo, je poleg povečevalnih metod 
produkcije proteinov potrebno izvesti tudi prenos zaključnih procesov v večje merilo 
(Doran, 2013).  
Pred prenosom posameznih metod v zaključnih procesih je potrebno metode dobro 
okarakterizirati in analizirati na laboratorijskem nivoju (Doran, 2013). 
Na tem mestu bi lahko pisali o številnih metodah, ki so vključene v zaključne procese in 
prav tako o številnih povečevalnih metodah teh. Ker bi bilo to preobsežno, smo se 
osredotočili samo na nekaj ključnih zaključnih procesov, ki smo jih uporabili pri našem 
delu. Zaključne procese smo razvili in jih okarakterizirali na laboratorijskem nivoju. 
Prenos na pilotni nivo smo obravnavali teoretično.  
 
Razbijanje celic: Homogenizacija 
 
Homogenizacijo (mehanska ali ultrazvočna) uporabljamo za razbitje celic, če se ciljni 
produkt nahaja znotraj celic. Postopki za prenos homogenizacije v večje merilo niso dobro 
razviti, zato se pogosto zgodi, da dajo metode, ki so učinkovite na laboratorijskem nivoju, 
zelo variabilne rezultate na pilotnem in industrijskem nivoju (Doran, 2013). Na 




Odstranjevanje celic in primarna izolacija: Filtracija 
 
Povečevalne metode filtracije so kritični korak v razvoju zaključnih postopkov za 
industrijsko uporabo. Postopek filtracije je potrebno dobro okarakterizirati na 
laboratorijskem nivoju, kot so na primer hitrost pretoka in lastnosti odstranjevanja delcev. 
Na tak način je veliko bolj enostavno prenesti metodo filtracije na industrijski nivo, pri 
čemer je potrebno upoštevati tudi obliko ohišja in učinke konstrukcije filtra (Rajniak in 
sod., 2008).  
Doran (2013) opisuje, da membranske filtre, sestavljene iz votlih vlaken ali cevnih 
sistemov, pripravimo za večji nivo, s povečanjem števila vlaken enake dolžine in s 
povečanjem velikosti posameznih cevi. Omejujoč dejavnik predstavlja maksimalni padec 
tlaka med vstopom v filtracijsko enoto in izstopom iz nje. Kapaciteta sistemov industrijske 
filtracije se pogosto poveča s povečanjem števila membranskih filtrov in ne z razvojem 





Dizajn in optimizacija kromatografskih postopkov se najprej začne na laboratorijskem 
nivoju. Glavni rezultat optimizacije procesa je, da se informacije o produktu in o procesnih 
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parametrih dobro preučijo in se tako zagotovi nemoten tehničen prenos metode v večje 
merilo. Parametri so našteti v preglednici 3 (Walls in Loughran, 2011).  




Koncentracija vzorca (Pri nanosu na kolono) 
Volumen vzorca (Pri nanosu na kolono) 
Koncentracija produkta (Pri nanosu na kolono) 
Višina polnila v koloni (cm) 
Hitrost linearnega toka (cm/h) 
Procesni volumen 
Padec tlaka 
Lastnosti pufra (pH vrednost, prevodnost) 
Stabilnost polnila na čiščenje in sanacijo 
Produkt 
Stabilnost 




Uspešne povečevalne metode kromatografij morajo vključevati podrobno obravnavo 
kromatografskih in ne-kromatografskih vprašanj ter vprašanj glede dostopnosti opreme. Ko 
prenašamo proces v večje merilo, to naredimo pogosto na način, da povečamo premer 
kromatografske kolone in povečamo hitrost volumskega pretoka, hkrati pa ohranimo 
konstantno višino polnila in linearno hitrost pretoka (Preglednica 4). S tem zagotovimo 
konstantni čas pridobivanja tarčnih molekul na laboratorijskem in na pilotnem nivoju. 
Teoretično tak način prenosa procesa v večje merilo, zagotavlja podobno in ustrezno 
ločevanje (Walls in Loughran, 2011).  
Preglednica 4: Status različnih procesnih parametrov med povečevalnimi metodami kromatografije (Walls in 
Loughran, 2011). 
 Procesni parametri 
Nespremenjeni parametri 
Višina polnila v koloni (cm) 
Hitrost linearnega toka (cm/h) 
Lastnosti vzorca (koncentracija) 
Razmerje med volumnom vzorca in medija 
Lastnosti pufra 
Parametri, ki se povečajo 
Premer kolone 
Hitrost volumskega pretoka (ml/min) 
Volumen vzorca (sorazmerno) 
Volumen pufrov (sorazmerno) 
Vprašanja, ki jih je potrebno rešiti 
Kakovost/nestabilnost polnila 
Povečan padec tlaka 
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3 MATERIAL IN METODE 
Slika 6 prikazuje potek dela. 
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3.2 MATERIAL  
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili spodaj našteto opremo, materiale in kemikalije. 
 
 
3.2.1 Laboratorijska oprema 
 
V preglednici 5 je našteta laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri delu. 
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Adwa pH meter 
AppliSens kisikove elektrode, pH elektrode 
Azlon merilni valj 250 ml 
Beijing Liuyi Biotechnology Co.  SDS-PAGE komplet 
Bemis parafilm 
BIO-RAD izvor napetosti za SDS-PAGE elektroforezo 
Eppendorf avtomatske pipete različnih volumnov, nastavki za pipete 
(0,1 - 1000 μl), namizna centrifuga MiniSpin, centrifuga 
5415R 
FIBERlite rotorji za centrifugo Sorvall RC 6+ 
folio alufolija 
GE Healtcare Life Sciences ÄKTA explorer sistem za čiščenje proteinov (HPLC 
aparatura), Nikljeve kolone His Trap FF 1 ml 
Golias petrijevke 
Greiner CELLSTAR centrifugirke (15 ml, 50 ml) 
HALYARD rokavice 
ILMABOR TGI Erlenmeyerjeva steklenica 1 l 
IKA (KS 260 control) stresalnik, vrtinčnik GENIUS 3 
Infors AG bioreaktor 10 l 
ISOLAB centrifugirke (1,5 ml), steklenice 1 l 
Kambič vodna kopel 
KEMOMED avtomatske pipete različnih volumnov, nastavki za pipete 
(0,1 - 200 μl) 
Kern tehtnica 
KIMAX Erlenmeyerjeva steklenica 500 ml 
Kuhner inkubator Climo-Shaker ISF1-X 
Labsonic 2000 sonifikator 
LIEBHERR zamrzovalnik in hladilnik (-20°C) 
Medikotehnika Smrekar parorazvijalec 
Mettler Toledo kisikove elektrode 
MiniBIS Pro – Bio-Imaging Systems oprema za slikanje elektroforeznih gelov 
Ratiolab bele mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami 
Thermo SCIENTIFIC  NanoDrop spektrofotometer 
ROTAMIX magnetno mešalo 
Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 5: Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Sartorius LABSONIC M sonifikator 
Sorvall RC 6+ centrifuga 
Sigma-Aldrich filter 0,2 μm, 0,45 μm 
SIMAX Erlenmeyerjeva steklenica 100 ml 
Stroboscope Microprocessor stroboskop 
Sutjeska, Jugoslavija avtoklav 
Tecan Infinite 200 PRO multifunkcionalni bralec mikrotiterskih 
plošč 
TOSAMA sanitetna vata 
VOLTCRAFT pretvornik napetosti 






V preglednici 6 so naštete kemikalije, ki smo jih uporabljali pri delu. 
Preglednica 6: Uporabljene kemikalije navedene skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Kemikalija 
Alfa Aesar kloramfenikol 
AppliChem ampicilin 
Biolife kvasni ekstrakt 
Fisher Scientific, Velika Britanija glicin 
Fluka Analytical, ZDA ocetna kislina 
KEFO 96 % etanol 
Merck, Nemčija Tris-HCl 
Mlekarna Planika sirotka 500 g 
Sigma, ZDA APS, imidazol, tetrametiletilendiamin 
Sigma-Aldrich akrilamid/bisakrilamid (37:1), amonijev klorid, aspartat, D-
(+)-glukoza, glicerol, gojišče LB po Millerju, kalijev 
hidrogenfosfat, kazein natrijeva sol iz kravjega mleka, 
komasi briljantno modra, magnezijev sulfat heptahidrat, 
natrijev hidrogenfosfat, natrijev klorid, natrijev sulfat, 
natrijev dodecil sulfat , 2-merkaptoetanol, protipenilec, 
tripton, α-laktoza monohidrat 
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3.2.3 Raztopine, pufri in elektroforezni gel 
 
Preglednica 7: Uporabljene raztopine in pufri. 
Raztopina/pufer Sestavine Opombe 
Raztopina ampicilina 0,1 g/ml ampicilin v dH2O Sterilizacija s sterilno filtracijo 
skozi filter 0'2 μm. 
Raztopina 
kloramfenikola 
0,05 g/ml kloramfenikol v etanol Sterilizacija s sterilno filtracijo 
skozi filter 0'2 μm. 
Raztopina za barvanje 
SDS-PAGE gela 
1g CBB, 200 ml etanol, dH2O do 500 ml. Pred 






30 % v/v 96% etanol, 10% v/v 20% ocetna 
kislina, dH2O do 200 ml 
- 
Elucijski pufer 5'844 g natrijev klorid, 1,21 g Tris-HCl (pH 
7'4), 4'08 g imidazol, , dH2O do 200 ml 
Filtracija po pripravi. 
6 x SDS nanašalni 
pufer za vzorce pri 
elektroforezi 
300 mM Tris-HCl (pH 6'5) 12% SDS, 0'6% 
Bromfenol modro, 60% glicerol 
 
- 
Vezavni pufer 11'688 g natrijev klorid, 2'423 g Tris-HCl (pH 
7'4), 0'545 g imidazol, , dH2O do 400 ml 
Filtracija po pripravi. 
4 x pufer za ločitveni 
gel 
18,2 g Tris-HCl (pH 8'8), dH2O do 100 ml - 
4 x pufer za 
koncentracijski gel 
6,1 g Tris-HCl (pH 6'8), dH2O do 100 ml - 
10 x pufer za 
elektroforezo 
30 g Tris-HCl, 144 g glicin, 10 g SDS, dH2O 
do 1000 ml 
- 
10 % (w/v) APS 1 g APS, 10 ml dH2O - 
10 % (w/v) SDS  1 g SDS, 10 ml dH2O Uporaba zaščitne maske med 
tehtanjem. 


















Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
26 
 
Preglednica 8: Sestava elektroforeznega gela za SDS-PAGE elektroforezo. 
Koncentracijski gel (4 % zamreženost)              
Sestavine Za 10 ml gela Za 5 ml gela 
dH2O 6,4 ml 3,21 ml 
4 x pufer za koncentracijski gel  2,5 ml 1,25 ml 
Akrilamid/bisakrilamid (37:1) 1 ml 0,5 ml 
10 % (w/v) SDS 100 μl 50 μl 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 15 μl 7,5 μl 
10 % (w/v) APS 30 μl 15 μl 
Ločitveni gel (12 % zamreženost) 
Sestavine Za 10 ml gela Za 5 ml gela 
dH2O 4,9 ml 2,45 ml 
4 x pufer za ločitveni gel 2,5 ml 1,25 ml 
Akrilamid/bisakrilamid (37:1) 2,5 ml 1,25 ml 
10 % (w/v) SDS 100 μl 50 μl 
TEMED 15 μl 7,5 μl 
10 % (w/v) APS  30 μl 15 μl 
  
 
3.2.4 Bakterijski sev 
 
Bakterijski sev BL21[DE3] pLysS z dodanim genom za rekomb. protein na plazmidu 
pMCSG7 (Preglednica 9) smo pridobili na Katedri za biokemijo na Fakulteti za kemijo in 
kemijsko tehnologijo. 
 
Preglednica 9: Sev in njegov genotip. 
Sev Genotip 
BL21[DE3] pLysS  E. coli B F–dcm ompT hsdS(rB–mB–) gal λ(DE3) [pLysS Camr ] 
 
 
3.1.5  Plazmid 
 
Sev je vključeval plazmid pMCSG7. Plazmid nosi zapis za T7 promotor in odpornost proti 
antibiotiku ampicilin, dodaja histidine na N-konec rekomb. proteina in ima prepoznavno 
mesto za TEV proteazo (Stols in sod., 2002). 
 
 
3.1.6 Rekombinantni protein 
 
Plazmid pMCSG7 je vključeval gen za rekomb. protein s His-repkom. Zaradi varovanja 
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3.1.7 Gojišča  
Preglednica 10: Sestava uporabljenih gojišč. 
Ime gojišča Sestava gojišča 
Avtoindukcijsko gojišče ZYM5052  
ZY gojišče: 0'01 g/ml tripton, 0'005 g/ml kvasni ekstrakt 
50xM gojišče: 0'178 g/ml Na2HPO4, 0'170 g/ml KH2PO4, 0'134 
g/ml NH4Cl, 0'036 g/ml Na2SO4 
50x5052 gojišče: 0'250 g/ml glicerol, 0'025g/ml glukoza, 0'10 
g/ml α-laktoza monohidrat 
Založna MgSO4: 1 mol/l  
100 μg/ml ampicilin, 50 μg/ml kloramfenikol 
Ne-indukcijsko minimalno gojišče MDG
  
 
50xM gojišče: 0'178 g/ml Na2HPO4, 0'170 g/ml KH2PO4, 
0'134 g/ml NH4Cl, 0'036 g/ml Na2SO4 
40 % w/v glukoza 
25 % w/v aspartat: 0'25 g/ml aspartat, 0'08 g/ml NaOH 
100 μg/ml ampicilin, 50 μg/ml kloramfenikol 
Tekoče 1 x LB gojišče  
0'010 g/ml NaCl, 0'010 g/ml tripton, 0'005 g/ml kvasni 
ekstrakt, 100 μg/ml ampicilin, 50 μg/ml kloramfenikol 
Tekoče 0,5 x LB gojišče s sirotko 
0'005 g/ml NaCl, 0'005 g/ml tripton, 0'0025 g/ml kvasni 







Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali spodaj opisane metode. 
 
 
3.2.1 Priprava elektroforeznih gelov 
 
Elektroforezni gel smo pripravili tako, da smo najprej pripravili mešanico za ločevalni gel. 
V destilirani vodi smo raztopili ustrezne količine pufra za ločevalni gel, mešanico 
akrilamid/bisakrilamid, natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate oz. SDS), 
TEMED in amonijev persulfat (ang. ammonium persulfate oz. APS). Pri pripravi gelov 
smo bili pozorni, da smo TEMED, akrilamid/bisakrilamid in APS dodali v digestoriju, saj 
so te kemikalije škodljive. Tako pripravljeno mešanico smo vlili v kalup za gel v 
digestoriju. Da smo dobili ravno linijo ločitvenega gela, smo nanj vlili nekaj mililitrov 
izopropanola. Ko se je gel strdil, smo začeli s pripravo mešanice za koncentracijski gel: v 
destilirani vodi smo raztopili ustrezne količine pufra za koncentracijski gel, mešanico 
akrilamid/bisakrilamid, SDS, TEMED in APS. Iz kalupa smo odlili izopropanol in nalili 
pripravljeno mešanico za koncentracijski gel, nato smo dodali glavniček za oblikovanje 
žepkov. Ko se je gel dobro strdil, je bil pripravljen za uporabo. Do uporabe smo ga lahko 
hranili dva tedna v hladilniku pri 4 °C, omotanega v rahlo omočeno papirnato brisačo in 
zavitega v aluminijasto folijo.  
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3.3.2 Priprava gojišč 
 
V naslednjih poglavjih so našteta gojišča in njihova priprava. 
 
 
3.3.2.1 Avtoindukcijsko gojišče ZYM5052 
 
Za avtoindukcijsko gojišče ZYM5052 je bilo potrebno pripraviti štiri založne raztopine in 
dve raztopini antibiotikov. Prvo založno raztopino, imenovano ZY gojišče, smo pripravili 
tako, da smo v destilirani vodi raztopili ustrezno količino triptona in kvasnega ekstrakta. 
Za drugo založno raztopino, imenovano 50xM gojišče, smo v destilirani vodi raztopili 
ustrezno količino natrijevega hidrogenfosfata, kalijevega hidrogenfosfata, amonijevega 
klorida, in natrijevega sulfata. pH vrednost založne raztopine je bil 6,7. Tretjo založno 
raztopino, 50x5052 gojišče, smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili ustrezno 
količino glicerola, glukoze in α-laktoze monohidrata. Založne raztopine ZY gojišče, 50xM 
gojišče, 50x5052 gojišče smo sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 15 min, 121 °C, 1,2 
bara. Za pripravo založne raztopine magnezijevega sulfata smo v destilirani vodi raztopili 
ustrezno količino magnezijevega sulfata. Sterilizirali smo jo s sterilno filtracijo skozi 
sterilen filter s premerom por 0,2 μm (Studier, 2005). 
 
Založne raztopine gojišča smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. Pred inokulacijo 
smo sterilno združili pripravljene založne raztopine v naslednjih deležih in vrstnem redu: 
95,8 % (v/v) ZY gojišča, 0,2 % (v/v) raztopina magnezijevega sulfata, 2 % (v/v) 50xM 
gojišča, 2 % (v/v) 50x5052 gojišča, raztopina amipicilna v končni koncentraciji 100 μg/ml 
ter raztopina kloramfenikola v končni koncentraciji 50 μg/ml (Studier, 2005). 
 
 
3.3.2.2 Ne-indukcijsko minimalno gojišče MDG  
 
Za ne-indukcijsko minimalno gojišče je potrebno pripraviti štiri založne raztopine in dve 
raztopini antibiotikov. Prvo raztopino, 50xM gojišče, smo pripravili tako, da smo v 
destilirani vodi raztopili ustrezno količino natrijevega hidrogenfosfata, kalijevega 
hidrogenfosfata, amonijevega klorida, in natrijevega sulfata. pH vrednost te založne 
raztopine je moral biti 6,7. Za pripravo naslednje raztopine, 40 % glukoze, smo v 
destilirani vodi raztopili ustrezno količino glukoze. Raztopino smo sterilizirali s sterilno 
filtracijo skozi sterilen filter s premerom por 0,2 μm. Založno raztopino, 25 % aspartat, 
smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili natrijev hidroksid in aspartat. 
Založni raztopini 50xM gojišče, 25 % aspartat  smo sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 15 
min, 121 °C, 1,2 bara. pH vrednost končne raztopine je bil v nevtralnem območju. Za 
pripravo založne raztopine magnezijevega sulfata smo v destilirani vodi raztopili ustrezno 
količino magnezijevega sulfata. Nato smo jo sterilizirali s sterilno filtracijo skozi sterilen 
filter s premerom por 0,2 μm (Studier, 2005). 
 
Založne raztopine gojišča smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. Pred inokulacijo 
smo sterilno združili pripravljene založne raztopine v naslednjih deležih in vrstnem redu: 
95,5 % (v/v) destilirana voda, 0,2 % (v/v) raztopina magnezijevega sulfata, 1,25 % (v/v) 40 
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% glukoza, 2 % (v/v) 50xM gojišča, raztopina amipicilna v končni koncentraciji 100 μg/ml 
ter raztopina kloramfenikola v končni koncentraciji 50 μg/ml (Studier, 2005). 
 
 
3.3.2.3 Tekoče 1 x LB gojišče 
 
Tekoče 1 x LB gojišče smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili ustrezno 
količino natrijevega klorida, triptona in kvasnega ekstrakta. Gojišče smo sterilizirali v 
avtoklavu pri pogojih: 20 min, 121 °C, 1,2 bara. Do uporabe smo ga hranili na sobni 
temperaturi. Pred inokulacijo smo gojišču dodali antibiotik ampicilin v končni 
koncentraciji 100 μg/ml ter antibiotik kloramfenikol v končni koncentraciji 50 μg/ml 
(Panec in Katz, 2006). 
 
 
3.3.2.4 Tekoče 0,5 x LB gojišče s sirotko 
 
Tekoče 0,5 x LB gojišče smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili polovično 
količino natrijevega klorida, triptona, kvasnega ekstrakta in toliko sirotke, da smo dobili 
ustrezno koncentracijo laktoze, ki mora biti enaka koncentraciji laktoze v 
avtoindukcijskem gojišču ZYM5052. Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 20 
min, 121 °C, 1,2 bara. Do uporabe smo ga hranili na sobni temperaturi. Pred inokulacijo 
smo gojišču dodali raztopino antibiotika ampicilin v končni koncentraciji 100 μg/ml ter 
raztopino antibiotika kloramfenikola v končni koncentraciji 50 μg/ml. 
  
 
3.3.3 Sterilizacija steklovine, gojišč in raztopin 
 
Material, gojišča in raztopine ki smo jih potrebovali za gojenje bakterijskih kultur smo 
sterilizirali v avtoklavu (15 min ali 20 min, 121 °C, 1,2 bar). Temperaturno občutljive 
raztopine smo sterilizirali s filtracijo preko filtra s premerom por 0,2 μm.  
 
 
3.3.4 Priprava delovne banke bakterijske kulture, prekonočne kulture za inokolum 
in negativne kontrole produkcije   
 
Bakterije vrste E. coli BL21(DE3)pLysS s plazmidom pMCSG7 so bile shranjene kot 
trajna kultura v zamrzovalniku na -80 °C. Uporabili smo jo za pripravo delovne banke 
bakterijske kulture. 
 
Trajno kulturo smo na trdno gojišče v petrijevkah (LB z antibiotikoma ampicilin in 
kloramfenikol) nacepili s tehniko razmaza do posameznih kolonij. To smo izvedli tako, da 
smo s cepilno zanko odvzeli vzorec trajne bakterijske kulture in ga »razredčevali« na 
površini trdnega gojišča v petrijevki. Kulturo smo najprej nanesli na rob gojišča in vsak 
naslednji korak razmaza smo začeli s sterilno cepilno zanko. Petrijevke smo inkubirali v 
inkubatorju preko noči pri 37 °C. 
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Naslednji dan smo si pripravili 250 ml tekočega 1x LB gojišča z antibiotikoma ampicilin in 
kloramfenikol v Erlenmeyerjevi steklenici z utori volumna 1 l. V pripravljeno gojišče smo 
nacepili eno kolonijo iz petrijevke. Erlenmeyerjevo steklenico smo na stresalniku 
inkubirali preko noči pri 37 °C in 200 rpm.  
 
Prekonočno bakterijsko kulturo smo alikvotirali v 1,5 ml mikrocentrifugirke ter ji dodali 
50 % raztopino glicerola, tako da je bila njegova končna koncentracija v mikrocentrifugirki 
20 %. Alikvote smo shranili v zamrzovalnik na - 80 °C. 
 
Ko je bila delovna banka bakterijske kulture pripravljena smo jo uporabili za pripravo 
prekonočne kulture, katero smo potrebovali za pripravo inokoluma pri eksperimentih. 
Prekonočno kulturo smo pripravljali tako, da je tekoče 1x LB gojišče z antibiotikoma 
ampicilin in kloramfenikol predstavljalo 20 % prostornine steklene Erlenmeyerjeve 
steklenice z utori. Za inokolum smo uporabili eno mikrocentrifugirko iz delovne banke 
bakterijske kulture, iz katere smo s cepilno zanko sterilno odvzeli bakterijsko kulturo in jo 
nacepili v pripravljeno gojišče. Tako pripravljeno nacepljeno gojišče smo inkubirali na 
stresalniku preko noči pri 37 °C in 200 rpm. Po inkubaciji smo prekonočni kulturi izmerili 
vrednost optične gostote pri valovni dolžini 600 nm (OD600) in jo uporabili za inokolum. 
 
Delovno banko bakterijske kulture smo uporabili tudi za pripravo negativne kontrole 
produkcije rekomb. proteinov. Negativno kontrolo smo pripravili tako, da je ne-
indukcijsko minimalno gojišče MDG predstavljajo 20 % prostornine steklene 
Erlenmeyerjeve steklenice z utori. Omenjeno gojišče ne vsebuje laktoze, kar preprečuje 
indukcijo produkcije rekomb. proteina. Za inokolum smo uporabili eno mikrocentrifugirko 
iz delovne banke bakterijske kulture, iz katere smo s cepilno zanko sterilno odvzeli 
bakterijsko kulturo in jo nacepili v pripravljeno gojišče. Tako pripravljeno nacepljeno 
gojišče smo inkubirali na stresalniku preko noči pri 37 °C in 200 rpm. Po inkubaciji smo 




3.3.5 Spremljanje mikrobne rasti  
 
Rast bakterijske kulture med bioprocesom smo spremljali z merjenjem vrednosti OD600 v 
določenih časovnih intervalih. Podatki so bili potrebni za razumevanje bioprocesa. 
 
Za spremljanje mikrobne rasti v Erlenmeyerjevih steklenicah na stresalniku smo za 
merjenje OD600 uporabili spektrofotometer Tecan. Uporabili smo mikrotiterske plošče, v 
katere smo odpipetirali 200 μl vzorca in 200 μl gojišča, ki je predstavljalo ozadje vzorca. 
Spektrofotometer Tecan ima linearen odziv v območju med vrednostnima absorbance 0,1 
in 1, kar pomeni, da pri izmerjeni absorbanci nad vrednostjo 1 potrebno vzorce redčiti. 
Rezultati izmerjene vrednosti absorbance pod vrednostjo 0,1 pa niso relevantni. 
 
Za spremljanje mikrobne rasti v bioreaktorju z merjenjem OD600 smo uporabili 
spektrofotometer Tsingtao. Uporabili smo kivete, v katere smo dodali 900 μl vzorca. 
Napravo smo na vrednost nič umerili z gojiščem. Vzorec, ki je izven območja se pripravi 
podobno kot vzorec za spektrofotometer Tecan. 
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S pomočjo podatkov OD600, pridobljenih pri spremljanju mikrobne rasti med bioprocesom, 
smo narisali graf rastne krivulje. Podatke OD600 iz eksponentne faze rasti in enačbo (3) 
smo uporabili za določitev maksimalne specifične hitrost rasti bakterij. 
 
Dva različna spektrofotometra smo uporabljali zato, ker smo eksperimente v 
Erlenmeyerjevi steklenici in v bioreaktorju izvedli v dveh ločenih laboratorijih. Zaradi 
lažje izvedbe meritev, smo uporabili obstoječi spektrofotometer v laboratoriju v katerem 
smo trenutno izvajali eksperimente. 
 
 
3.3.5.1 Korelacija vrednosti absorbance spektrofotometra Tecan z vrednostmi absorbance 
spektrofotometra Tsingtao 
 
Korelacijo smo potrebovali za pretvarjanje vrednosti OD600, pridobljenih z različnima 
spektrofotometroma, da smo jih lahko ustrezno analizirali. 
Za izvedbo koleracije smo potrebovali svežo prekonočno kulturo in vodo. V 10 ml 
centrifugirkah smo pripravili redčitve prekonočne kulture: 0x, 2x, 4x, 8x, 16x. Prekonočno 
kulturo smo redčili z vodo. Redčitvam smo izmerili OD600 s spektrofotometrom Tecan in s 
spektrofotometrom Tsingtao. Dobljenim vrednostim smo naredili korelacijo. 
 
 
3.3.6 Produkcija rekombinantnega proteina v Erlenmeyerjevi steklenici  
 
Predvidevamo, da gojenje na stresalniku v Erlenmeyerjevi steklenici, omogoča pridobitev 
zadostnega števila podatkov za učinkovit prenos procesa v mešalni bioreaktor ob 
upoštevanju ustreznih povečevalnih kriterijev. Pridobili smo podatke o: kinetiki rasti 
bakterijske kulture, maksimalni specifični hitrosti rasti bakterijske kulture, kLa, pH 
vrednosti brozge, koncentraciji raztopljenega kisika v brozgi med procesom, produkciji 
rekomb. proteinov, približni končni koncentraciji rekomb. proteinov. Metode za pridobitev 
teh podatkov so opisane v naslednjih poglavjih. 
 
Lastnosti Erlenmeyerjevih steklenic, ki smo jih uporabili (Slika 7): 
- proizvajalec KIMAX,  
- volumen 500 ml, 
- izdelane iz hidrofobnega materiala (polikarbonatna plastika), 
- z utori, 
- opremljene z elektrodami za spremljanje pH vrednost brozge in spremljanje  
- koncentracije raztopljenega kisika v brozgi. 
Pred uporabo smo Erlenmeyerjeve steklenice skupaj z zamaški iz vate in alufolije 
sterilizirali z avtoklaviranjem. Izvedli smo 24-urni šaržni proces produkcije rekomb. 
proteina. Erlenmeyerjeve steklenice smo inkubirali v inkubatorju s stresanjem. Stresanje je 
bilo odgovorno za mešanje in prenos snovi v posodi. Obrati mešanja so bili 200 rpm. 
Inkubator je uravnaval stalno temperaturo, ki je bila konstantno 37 °C.  
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Pogoji in lastnosti produkcije rekomb. proteinov v Erlenmeyerjevi steklenici na 
stresalniku: 
- šaržni bioproces, 
- 200 ml gojišča (Zavedamo se, da je tak volumen gojišča v Erlenmeyerjevi 
stekelnici volumna 500 ml prevelik za doseganje zadostne koncentracije 
raztopljenega kisika v gojišču za optimalno rast bakterijske kulture. 200 ml gojišča 
je bilo potrebnega, da sta bili elektrodi za merjenje pH vrednosti in koncentracije 
raztopljenega kisika potopljeni v gojišče.)   
- 1 % (v/v) inokulum bakterijske kulture (Uporabili smo svežo prekonočno 
bakterijsko kulturo. Postopek priprave je opisan v poglavju 3.3.4 Priprava delovne 
banke bakterijske kulture, prekonočne kulture za inokolum in negativne kontrole 
produkcije.), 
- temperatura brozge med procesom: 37 °C, 
- obrati mešanja: 200 rpm, 
- trajanje procesa: 24 h. 
 
Za gojišče smo uporabili: 
1.) 200 ml avtoindukcijskega gojišča, 
2.) 200 ml tekočega gojišča 0,5 x LB s sirotko. 
 
V prvem primeru:  
Založne raztopine avtoindukcijskega gojišča smo pripravili in avtoklavirali dan pred 
procesom produkcije rekomb. proteina. Tik pred začetkom procesa smo iz založnih 
raztopin sestavili avtoindukcijsko gojišče. Uporabljali smo ga kot osnovno produkcijsko 
gojišče za vse eksperimente produkcije proteinov. 
 
V drugem primeru:  
Tekoče 0,5 x LB gojišče s sirotko smo pripravili in avtoklavirali dan pred šaržnim 
procesom. Uporabili smo ga kot alternativno gojišče za zniževanje stroškov produkcije 
proteinov.  
 
Med procesom smo spremljali »in line« naslednje parametre: koncentracija kisika v brozgi, 
pH vrednost brozge. Parametra OD600 in produkcija rekomb. proteina smo spremljali »off 
line«. OD600, tako da smo v določenih časovnih intervalih jemali vzorce in jih pomerili s 
spektrofotometrom. Prav tako smo v določenih časovnih intervalih jemali vzorce za 
analizo produkcije rekomb. proteina. Vzorce smo ustrezno pripravili in jih hranili v 
zamrzovalniku do analize. Na koncu eksperimenta smo odvzeli vzorec za izolacijo in 
določitev približne končne koncentracije rekomb. proteina. Natančnejši opisi metod sledijo 
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Slika 7: Erlenmeyerjeve steklenice volumna 500 ml in proizvajalca KIMAX,  
ki smo jih uporabljali pri eksperimentih na laboratorijskem nivoju. 
 
3.3.7 Določanje kLa v Erlenmeyerjevi steklenici 
 
Pri aerobnem procesu je kisik zelo pomemben za učinkovito produkcijo rekomb. proteina, 
zato nas je zanimala vrednost kLa v Erlenmeyerjevi steklenici, ki jo dosežemo pri danih 




Eksperimentalna določitev kLa 
Pred začetkom eksperimentalnega določanja kLa, smo kalibrirali kisikove elektrode 
AppliSens. Elektrode so bile povezane z osebnim računalnikom, kjer je program 
MSHAKER zajemal podatke. Elektrode smo kalibrirali pri takšni temperaturi in obratih 
mešanja, kot smo jih uporabili pri procesu. Kalibracija je potekala v vodi. Izbrali smo 
kalibracijo v dveh točkah. Prvo točko, ko je bila koncentracija raztopljenega kisika nič (0 
%), smo dobili, z dovajanjem dušika v vodo, da smo iz tekočine izpodrinili kisik. Ko se je 
vrednost ustalila blizu nič, smo v programu MSHAKER potrdili točko nič. Drugo točko, 
točko 100 % koncentracije raztopljenega kisika smo dobili z dovajanjem zraka v tekočino. 
Ko se je vrednost ustalila blizu 100 %, smo v programu MSHAKER potrdili točko sto. Po 
kalibraciji so bile elektrode pripravljene za uporabo.  
 
Za določanje kLa smo uporabili razplinjevalno metodo. kLa smo določili pri naslednjih 
pogojih: 
- obrati mešanja: 200 rpm, 
- temperatura vode/gojišča: 37 °C,  
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- 200 ml vode/gojišča, 
- zamašek Erlenmeyerjeve steklenice iz vate in alufolije. 
Sledila je razplinjevalna metoda določanja kLa. Na stresalnik smo postavili Erlenmeyerjeve 
steklenice in začeli z dovajanjem dušika v tekočino. Ko smo iz tekočine izpodrinili ves 
kisik (točka 0 % koncentracije raztopljenega kisika), smo stresanje znižali na 0 rpm, tako 
da smo preprečili valovanje tekočine in s tem preprečili vnos kisika v tekočino. Nato smo 
20 s v Erlenmeyerjevo steklenico po cevi dovajali zrak, tako, da pri tem nismo vzvalovili 
gladine tekočine. S tem korakom smo izpodrinili ves »star« zrak (zaradi dovajanja dušika v 
vodo je vseboval večji odstotek dušika, kot »običajen« zrak) in ga zamenjali z »novim« 
zrakom. Nato smo Erlenmeyerjevo steklenico zaprli s pokrovom in povečali obrate 
mešanja na 200 rpm. S programom MSHAKER smo spremljali spreminjanje koncentracije 
raztopljenega kisika po času, dokler koncentracija raztopljenega kisika ni dosegla 100 %. 
Poskus smo izvedli v vodi in v gojišču. Postopek določanja kLa smo večkrat ponovili.  
 
Iz podatkov smo narisali graf spreminjanja koncentracije raztopljenega kisika v tekočini 
med razplinjevalno metodo določanja kLa. Primer grafa je prikazan na sliki 8.  
 
 
Slika 8: Primer spreminjanja koncentracije raztopljenega kisika v brozgi med razplinjevalno metodo 
določanja kLa (Doran, 2013). 
t0 je čas ko tekočino deoksigeniramo z dovajanjem dušika in prekinemo dotok kisika v v vodo/gojišče. C* je 
maksimalno možno koncentracijo kisika v brozgi. C1 in C2 sta dve koncentraciji raztopljenega kisika v 
tekočini izmerjeni med reoksigenacijo v času t1 in t2. C je koncentracija raztopljenega kisika v tekočini.  
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Med reoksigenacijo koncentracija raztopljenega kisika ni v stacionarnem stanju, ker se 
koncentracija raztopljenega kisika spreminja (Doran, 2013).  
 







 predstavlja spreminjanje raztopljenega kisika po času, C
* 
je maksimalna možna 
koncentracijo kisika v tekočini, C je dejanska koncentracija kisika v tekočini, kLa je 




S predpostavko, da se kLa s časom ne spreminja in integriranjem enačbe (8) med 
časovnima točkama t1 in t2 dobimo spodnjo enačbo (Doran, 2013): 
 
           … (9) 
 
 
𝑘𝐿𝑎 izračunamo iz najmanj dveh točk na sliki 8. Iz izračunanih podatkov smo narisali graf. 
Primer grafa je prikazan na sliki 9. 
 
 
Slika 9: Prikaz določanja koeficienta prenosa kisika z razplinjevalno metodo.  
Naklon premice predstavlja vrednost kLa. kLa (h
-1
) je volumetrični koeficient prenosa kisika ln je naravni 
logaritem, C* je maksimalna možna koncentracijo kisika v tekočini, C1 in C2 sta dve koncentraciji 
raztopljenega kisika v tekočini izmerjeni med reoksigenacijo v času t1 in t2 (prirejeno po Doran, 2013). 
 
Opisan postopek eksperimentalnega določanja kLa v Erlenmeyerjevi steklenici smo 
uporabili tudi za eksperimentalno določanje kLa v bioreaktorju. S to razliko, da smo po 
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beleženjem vrednosti koncentracije raztopljenega kisika v vodi (pO2). Uporabili smo 
kisikove elektrode Mettler Toledo. kLa smo določili le za vodo. Postopek smo večkrat 
ponovili.   
 
 
Teoretična določitev kLa 
 
Po eksperimentalni določitvi vrednosti kLa v Erlenmeyerjevi steklenici, smo z uporabo 
empirične korelacije za določitev kLa v Erlenmeyerjevi steklenici, določili še kLa na 
teoretičen način.  
 
Empirična korelacija za določitev kLa v Erlenmeyerjevi steklenici (Simboli so razloženi v 
preglednici 11) (Henzler in Schedel, 1991): 
 
           … (10) 
 
Preglednica 11: Karakteristike Erlenmeyerjeve steklenice, lastnosti vode ter ostali parametri, ki smo jih 
potrebovali pri izračunih oz. smo jih izračunali. 
Parameter Enote Opis Vrednost 
d m 









Difuzijski koeficient kisika v vodi,  




/s Kinematična viskoznost za vodo 6,96E-07 
N s
-1
 Obrati mešanja 3,3 
do m Premer mešanja 0,025 
g m/s
2 
Gravitacijski pospešek 9,81 
kLa s
-1 




3.3.8 Spremljanje koncentracije raztopljenega kisika v brozgi 
 
Zanimal nas je trend spreminjanja koncentracije raztopljenega kisika v brozgi med 
bioprocesom. Podatki so potrebni za razumevanje bioprocesa. 
 
Bioprocesna brozga v Erlenmeyerjevih steklenicah dobi kisik s površinskim 
prezračevanjem iz plinske atmosfere v posodi. Stopnja prenosa kisika iz plinske faze v 
tekočino je odvisna od površine, ki je na voljo za prenos kisika, hitrosti tekočine, 
viskoznosti, difuzijskega koeficienta, razlike v koncentraciji kisika med plinsko in tekočo 
fazo. Ko je Erlenmeyerjeva steklenica na stresalniku, se tekočina premika in ustvarja film 
tekočine na stenah. Da povečamo površino tekočine in tako izboljšamo raztapljanje kisika 
𝑘𝐿a = 0,5 𝑑
2,03𝑁𝑉−0,89𝐷𝑘𝑖𝑠𝑖𝑘
0,5  𝑣−0,24 𝑔− 0,13𝑑𝑜  
0,25 
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v tekočini, lahko uporabimo večje Erlenmeyerjeve steklenice z manj tekočine, uporabimo 
Erlenmeyerjeve steklenice z utori, povečamo premer mešanja, zvišamo število obratov 
mešanja ali uporabimo Erlenmeyerjeve steklenice izdelane iz hidrofilnih materialov (npr. 
stekla) (Maier in Büchs, 2001, Doran, 2013). 
Za eksperimente smo uporabili Erlenmeyerjeve steklenice iz polikarbonatne plastike. 
Polikarbonatna plastika je hidrofobni material, zato se na stenah Erlenmeyerjeve steklenice 
ustvarja manj filmov tekočin. Prenos kisika smo povečali z utori na dnu Erlenmeyerjevih 
steklenic. 
 
Parcialni tlak raztopljenega kisika v brozgi smo spremljali »in line« s kisikovimi 
elektrodami, znamke AppliSens. Podatke je zajemal program MSHAKER na osebnem 
računalniku. Iz pridobljenih podatkov smo narisali graf spreminjanja koncentracije 
raztopljenega kisika po času. 
 
 
3.3.9 Spremljanje pH vrednosti brozge 
 
Bakterije, vrste E. coli, so neutrofilne bakterije. Za optimalno rast potrebujejo gojišče s 
pH-jem med 5,5 in 8,0 (Junker, 2004). Avtoindukcijsko gojišče je imelo začetno vrednost 
pH ~6,7 (Studier, 2008).  
 
pH vrednost brozge smo med bioprocesom spremljali »in line« s pH elektrodo, znamke 
AppliSens. Podatke je zajemal program MSHAKER na osebnem računalniku. Iz 
pridobljenih podatkov smo narisali graf spreminjanja pH vrednost brozge med procesom. 
 
3.3.10 Spremljanje produkcije rekombinantnega proteina 
 
Z inkubacijo bakterijske kulture v avtoindukcijskem gojišču in v tekočem 0,5 x LB gojišču 
s sirotko, smo inducirali izražanje gena za rekomb. protein v vektorju pMCSG7. Postopek 
indukcije z avtoindukcijskim gojiščem je opisan v poglavju 3.3.2.1 Avtoindukcijsko 
gojišče. Pri inkubaciji bakterijske kulture v tekočem 0,5 x LB gojišču s sirotko je šlo za 
podoben princip indukcije, saj smo izražanje gena za rekomb. protein inducirali prav tako z 
laktozo (le da je vir laktoze predstavljala sirotka). Ostala vira ogljika v tekočem 0,5 x LB 
gojišču s sirotko sta bila še tripton in kvasni ekstrakt. Ker to gojišče ni vsebovalo glukoze, 
ni bilo preferenčne rasti na glukozi, posledično se je indukcija z laktozo lahko zgodila že s 
pričetkom gojenja.  
 
Produkcijo rekomb. proteinov v Erlenmeyerjevih steklenicah in v mešalnem bioreaktorju 
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Rekomb. protein se je nahajal znotraj celic, zato smo za analizo z SDS-PAGE 
elektroforezo potrebovali vzorce biomase. Med gojenjem bakterijske kulture smo vzorčili 
biomaso v eno urnih presledkih. Vzorčili smo, tako da so imeli vsi vzorci enako maso 
biomase. Pred vzorčenjem smo izmerili OD600 vrednost brozge in s pomočjo tega podatka 
izračunali kakšen volumen vzorca brozge smo vzeli, da smo dobili vzorce z enako maso 
biomase.  
 
Volumen odvzete kulture smo izračunali s pomočjo spodnjih dveh enačb: 
 




           … (12) 
 
Pri čemer 20 μl predstavlja volumen nanašalnega vzorca, ki ga nanesemo na gel (na gel 
smo sicer nanašali 15 μl vzorca, a je bolje pripraviti večji volumen vzorca, zaradi lažjega 
pipetiranja in natančnejšega dela). OD600 predstavlja optično gostoto brozge izmerjeno pri 
valovni dolžini 600 nm. f predstavlja faktor redčitve. Vbrozga (μl) je volumen vzorca, ki ga 
odvzamemo za analizo. Vvoda za resuspendiranje celic (μl) predstavlja 300 μl destilirane vode, v 
kateri smo resuspendirali pelet celic. 270 je konstanta.  
 
Vzorčiti smo začeli po štirih urah procesa in nadaljevali vzorčenje v enournih intervalih do 
konca procesa. V prvih štirih urah procesa smo se vzorčenju izognili, saj je bila 
koncentracija bakterij nizka, zaradi česar bi za vzorec potrebovali velik volumen brozge. 
Pelet celic smo pridobili s centrifugiranjem odvzetega vzorca brozge pri 11337 g, 5 min z 
namizno centrifugo MiniSpin. Po resuspendiranju peleta v 300 μl destilirane vode smo 
vzorce do analize shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
 
3.3.10.2 Razbijanje celic in priprava vzorcev za analizo  
 
Celice v vzorcih, ki smo jih pripravili v prejšnjem koraku smo razbili s sonifikacijo. 
Uporabili smo sonifikator Sartorius LABSONIC M. Vsak vzorec smo sonificirali 2 min pri 
70 % amplitudi in ciklu 1, tako dolgo da vzorec ni bil več viskozen. Vzorce smo med tem 
imeli ves čas na ledu. Po sonifikaciji smo lizate centrifugirali pri 10000 g, 20 min in pri 4 
°C s centrifugo Eppendorf 5415R. Topni proteini so se po centrifugiranju nahajali v 
supernatantu. Ker so nas zanimali le topni proteini, smo supernatant prenesli v nove 
mikrocentrifugirke in jih ponovno postavili na led, dokler jih nismo uporabili za analizo z 











𝑉𝑣𝑜𝑑𝑎 𝑧𝑎 𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑟𝑎𝑛𝑗𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
 
 
Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
39 
 
3.3.10.3 SDS-PAGE elektroforeza 
 
Vzorce proteinov smo analizirali s poliakrilamidno elektroforezo pod denaturirajočimi 
pogoji, tehniko imenujemo SDS-PAGE elektroforeza. Proteinom dodamo natrijev dodecil 
sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate oz. SDS), zaradi česar se proteini ločujejo le na podlagi 
razmerja med dolžino in nabojem na enoto mase. SDS je anionski detergent, ki spremeni 
zgradbo proteinov v linearno strukturo, saj prekine žveplove vezi in molekulam da 
negativen naboj. Metodo smo povzeli po Kurien in Scofield (2012). 
 
Pred analizo proteinov z SDS-PAGE elektroforezo smo pripravili vzorce proteinov za 
nanos na gel. Uporabili smo vzorce, katerih pripravo smo opisali v prejšnjem poglavju. 
Vzorcem smo s spektrofotometrom NanoDrop pri A280 izmerili koncentracijo celokupnih 
topnih proteinov. S pomočjo izmerjene koncentracije smo izračunali volumen vzorca, ki 
smo ga nanesli na elektroforezni gel, tako da je bila masa celokupnih proteinov v vseh 
nanašalnih vzorcih 5 μg.  
 
Volumen vzorca proteina za nanos na gel, smo izračunali s spodnjo enačbo: 
          
                                              … (13) 
 
Vvzorca (μl) predstavlja volumen vzorca proteinov, ki ga potrebujemo za nanašalni vzorec. 
γvzorca (μg/μl) je koncentracija proteinov v vzorcu.  
 
Na en žepek na gelu smo nanašali 15 μl vzorca. Glede na nanašalni volumen, smo vzorcu 
dodali toliko 6 x SDS nanašalnega pufra (je 6-kraten), da je bil ta v vzorcu 1-kraten. 6 x 
SDS nanašalni pufer vsebuje SDS, glicerol, Tris-HCl in barvilo. Na koncu smo dodali 
destilirano vodo do končnega volumna vzorca 15 μl, če je to bilo potrebno.  
 
Ko so bili vzorci ustrezno pripravljeni smo jih segrevali 2-3 minute pri 100 °C, kar je 
dodatno denaturiralo proteine. Nato smo jih na kratko centrifugirali z namizno centrifugo 
MiniSpin, da so se vzorci posedli. 
 
Za ločevanje proteinov smo uporabili gel, ki je bil sestavljen iz spodnjega ločevalnega in 
zgornjega koncentracijskega gela. Priprava gela je opisana v poglavju 3.2.1 Priprava 
elektroforeznih gelov. Gela se razlikujeta v različni stopnji zamreženosti. Koncentracijski 
gel je manj zamrežen in omogoči, da imajo vsi proteini v vzorcu enak začetni položaj. Ker 
ima nižjo pH vrednost od ločevalnega gela se v tem delu zadržuje glicin, ki zniža 
prevodnost gela in na ta način upočasni potovanje proteinov. Bolj zamrežen ločevalni gel 
služi ločitvi na podlagi razmerja med dolžino in nabojem na enoto mase. Polimerizacijo 
gela povzroči TEMED skupaj z APS. Stopnjo zamreženosti gela uravnavamo z razmerjem 
med bisakrilamidom in vodo. Proteini potujejo proti pozitivni anodi, saj se detergent SDS 
nespecifično veže na proteine, jih denaturira in jim da negativen naboj.  
 
Pred vsako analizo smo pripravili posodo oz. kalup v kateri je potekala elektroforeza in 1 x 







Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
40 
 
V prvi žepek na gelu smo nanesli 7 μl markerja ClearPAGE 2 Color SDS Marker. V ostale 
žepke pa po 15 μl vzorcev proteinov.  
 
Ločevanje proteinov je potekalo 40 min, pri električnem toku 40 mA in pri električni 
napetosti 180 V.  
 
Po končani elektroforezi, smo gel barvali v raztopini za barvanje gela na stresalniku pri 80 
rpm, približno 2 uri. Gel smo razbarvali z raztopino za razbarvanje gela na stresalniku pri 
80 rpm, približno 2 h oz. do ustreznega razbarvanja gela, ko so bendi lepo izstopali iz 
ozadja. Nato smo gel slikali z opremo za slikanje SDS-PAGE gelov MiniBIS Pro (Bio-
Imaging Systems) in rezultate analizirali. 
 
 
3.3.11 Zaključni procesi 
 
3.3.11.1 Razbijanje celic in primarna izolacija rekombinantega proteina 
 
Po končanem bioprocesu produkcije rekomb. proteinov, smo odvzeli vzorec za izolacijo in 
določitev približne končne koncentracije rekomb. proteina. Odvzeli smo 200 ml 
bioprocesne brozge. S centrifugiranjem vzorca pri 90170 g in temperaturi 4 °C s centrifugo 
Sorvall RC 6+ smo odstranili gojišče. Pelet celic smo resuspendirali v 20 ml vezavnega 
pufra (20 ml vezavnega pufra za 200 ml brozge). Za razbitje celic smo uporabili metodo 
sonifikacije. Sonificirali smo s sonifikatorjem Labsonic 2000 v hladni sobi, 10-krat po 5 
min z 2 min premori. Premori so preprečevali denaturacijo proteina zaradi segrevanja med 
sonifikacijo. Vzorci so bili ves čas na ledu. Po končani sonifikaciji smo lizat centrifugirali 
pri 14000 g in temperaturi 4 °C. Po centrifugiranju so se topni proteini nahajali v 
supernanatantu, ostanki celic in netopni proteini pa v peletu. Za nadaljnji postopek smo 
uporabili samo supernatant, ker so nas zanimali le topni proteini. Supernatant smo prelili v 
novo centrifugirko. Ostankov DNA smo se znebili s filtriranjem vzorca, najprej skozi filter 
s porami velikosti 0,45 μm in nato še s filtrom s porami velikosti 0,2 μm. Dobili smo 
vzorec lizata (volumna ~15 ml) pripravljenega za nadaljnjo metodo, ki je opisana spodaj. 
 
 
3.3.11.2 Imobilizirana kovinska afinitetna kromatografija 
 
Rekomb. protein s His-repkom smo iz vzorcev lizata izolirali z metodo imobilizirane 
kovinske afinitetne kromatografije. Uporabili smo sistem za tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti (HPLC) in sicer ÄKTA explorer sistem za čiščenje proteinov, ki ga 
sestavljajo dve črpalki, detektor in osebni računalnik s programom za zajemanje podatkov. 
Uporabili smo 1-ml nikljevo kolono His Trap FF in dve mobilni fazi: vezavni pufer in 
elucijski pufer. Sestave pufrov so opisane v poglavju 3.2.3 Raztopine, pufri in 
elektroforezni gel. 
 
Pred začetkom metode smo ustrezno pripravili HPLC sistem. Sprali smo ga z Mili-Q vodo. 
Črpalko A smo uporabili za črpanje vezavnega pufra. Črpalko B za črpanje elucijskega 
pufra. Nato smo kolono vpeli v sistem HPLC. Pretok tekočine smo nastavili na 1,5 ml/min. 
Ker je kolona občutljiva na visoke pretoke, volumski pretok ni smel presegati vrednosti 1,5 
 
Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
41 
 
ml/min. Najprej smo kolono spirali s 5 ml Mili-Q vode, nato s 5 ml elucijskega pufra ter s 
5 ml vezavnega pufra. 
  
V sistem smo injicirali 500 μl standarda govejega serumskega albumina (BSA) s 
koncentracijo 1 mg/ml. Ker BSA nima histidinskih repkov, se ne more vezati na kolono, 
zato se je spral iz kolone. V programu Unicorn se je izrisal kromatogram. BSA standard 
smo potrebovali pri določitvi približne koncentracije rekomb. proteina v vzorcu (več o tem 
v poglavju spodaj).  
 
Nato smo v sistem injicirali 500 μl vzorca lizata. Na kolono so se vezali proteini, ki so 
imeli His-repke (rekomb. protein). Po vezavi rekomb. proteinov na kolono je sledila elucija 
vezanih proteinov z elucijskim pufrom. Eluiran vzorec smo shranili na -20 °C za nadaljnjo 
analizo čistosti rekomb. proteina z SDS-PAGE elektroforezo.  
 
 
Določanje koncentracije izoliranega rekombinantnega proteina  
 
Obstaja več načinov za določitev koncentracije izoliranega rekomb. proteina. Dobljeno 
vrednost absorbance lahko pretvorimo v koncentracijo npr. (Carta in Jungbauer, 2010): 
1. S pomočjo umeritvene krivulje standardnega vzorca proteina. 
2. Z uporabo Beer-Lambertovega zakona, ki pravi: 
 
 𝐴 = 𝑙𝑜𝑔 (
𝐼0
𝐼
) = 𝜀𝑚𝑙𝑐        … (14) 
Kjer je A absorbanca, εm (l·mol
-1·cm-1) molarni ekstinkcijski koeficient proteina, l 
(cm) dolžina poti sevanja, c (mol·l-1) molska koncentracija proteina, I0 je intenziteta 
vpadne svetlobe, in I intenziteta izhodne svetlobe. 
 
V našem primeru ni bilo mogoče določiti koncentracije izoliranega rekomb. proteina s 
pomočjo umeritvene krivulje standardnega vzorca proteina, saj nismo imeli dovolj 
standarda. Tudi Beer-Lambertovega zakona nismo mogli uporabiti, saj nismo poznali 
molarnega ekstinkcijskega koeficienta za naš protein. 
 
Točne koncentracije izoliranega proteina ni bilo moč določiti, zato smo jo imenovali 
približna koncentracija. Koncentracijo izoliranega proteina smo določili s pomočjo BSA 
standarda koncentracije 1 mg/ml, s predpostavko, da je površina kromatograma BSA 
standarda, predstavljala koncentracijo 1 mg/ml izoliranega. proteina. Na tak način smo 
dobili okvirne vrednosti koncentracij izoliranega proteina, ki so nam omogočile primerjavo 
pridobljenih koncentracij rekomb. proteina pri gojenju v Erlenmeyerjevi steklenici in v 
bioreaktorju. Pridobljene vrednosti so zadostovale za ovrednotenje ponovljivosti 
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Približno koncentracijo izoliranega proteina smo izračunali po spodnji enačbi: 
 
 
           … (15) 
 
crekomb.protein v brozgi (mg·ml
-1
) predstavlja koncentracijo izoliranega rekomb. proteina v 
procesni brozgi, Prekomb. protein (AU·s) predstavlja površino kromatograma izoliranega 
rekomb. proteina, PBSA (AU·s) predstavlja površino kromatograma BSA standarda 
koncentracije 1 mg/ml, 1 mg/ml je koncentracija BSA standarda, 15 ml je volumen vzorca 
lizata proeinov (na kolono smo injicirali 500 μl vzorca lizata proteinov), 200 ml je 




3.3.12 Prenos produkcije rekombinantnega proteina iz Erlenmeyerjeve steklenice v 
mešalni bioreaktor   
 
Pri prenosu bioprocesa iz Erlenmeyerjeve steklenice v mešalni bioreaktor je pomembno 
razumevanje bioprocesa, saj različni parametri bioprocesa vplivajo na rast bakterijske 
kulture. Med bioprocesom smo spremljali številne parametre (mikrobna rast, koncentracija 
raztopljenega kisika v brozgi, pH vrednost brozge, produkcija rekomb. proteina). 
 
Predvidevamo, da celovito obravnavanje procesa omogoča učinkovit razvoj proizvodnega 
procesa ter da gojenje na stresalniku omogoča pridobitev zadostnega števila podatkov za 
učinkovit prenos v večje merilo ob upoštevanju ustreznih povečevalnih kriterijev. 
 
Pomembno je, da pri prenosu v večje merilo ohranimo enake pogoje gojenja (Doran, 
2013). Produkcijo rekomb. proteina smo iz Erlenmeyerjeve steklenice prenesli v mešalni 
bioreaktor s povečevalno metodo, ki je temeljila na konstantnem kLa in konstantnih 
pogojih gojenja. kLa v bioreaktorju je odvisen od mnogih parametrov. V našem primeru 
smo lahko na njegovo vrednost vplivali s spreminjanjem obratov mešala (N) in pretoka 
zraka (Vg). Vedeli smo kakšno vrednost smo želeli doseči v bioreaktorju, nismo pa vedeli 
pri katerih vrednostih Vg in N dosežemo to vrednost. Parametre smo izračunali z 
empiričnimi korelacijami za določanje vrednosti kLa v bioreaktorju. V literaturi obstaja 
mnogo empirični korelacij. Prilagojene so za različne tipe in na različne karakteristike 
bioreaktorjev, mešal in vrst tekočine. V preglednici 1 smo navedli najpogosteje 
uporabljene empirične korelacije v literaturi. Zanimalo nas je, kakšne rezultate dajo 
navedene empirične korelacije. Za primerjavo rezultatov, smo z navedenimi empiričnimi 
korelacijami izračunali vrednosti kLa pri različnih pogojih Vg in N. Pri izračunih smo 
upoštevali geometrijske karakteristike našega bioreaktorja (Slika 10, Preglednica 12). 
 
Po analizi empiričnih korelacij smo za nadaljnje izračune izbrali dve empirični korelaciji, 
ki sta se najbolje ujemali z našimi karakteristikami sistema: 
- premer bioreaktorja (D), 
- tip in število mešal,  
𝑐𝑟𝑒𝑘𝑜𝑚𝑏. 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑣 𝑏𝑟𝑜𝑧𝑔𝑖 =




𝑃𝐵𝑆𝐴 · 200 𝑚𝑙
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- razmerje med premerom mešala in premerom bioreaktorja (Di/D), 
- tip tekočine. 





Slika 10: Shema mešalnega bioreaktorja z Rushtonovimi mešali, ki smo ga uporabljali pri delu (Prirejeno po 
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Preglednica 12: Karakteristike bioreaktorja in lastnosti vode ter inženirski parametri, ki smo jih potrebovali 
pri izračunih oz. smo jih izračunali. 
Parametri Enote Opis Vrednost 
H m Višina kapljevine v bioreaktorju 0,29 
J m Širina stranskih pregrad 0,017 
E1 m Oddaljenost prvega mešala od dna bioreaktorja 0,075 
E2 m Oddaljenost drugega mešala od dna bioreaktorja 0,185 
L m Dolžina lopatice mešala 0,02 
V m
3 
Prostornina tekočine v bioreaktorju 0,01 
Di m Premer mešala 0,08 
Wb m Višina lopatic mešala 0,016 
D m Premer bioreaktorja 0,22 
ρ kg/m
3 
Gostota vode 1000 
η kg/ms Viskoznost vode 1,00E-03 
v m
2
/s Kinematična viskoznost vode 6,96E-07 
kLa s
-1 
Volumetrični koeficient masnega prenosa kisika - 










Vnos moči v brezplinsko tekočino - 
Vg m
3
/s Prostorninski pretok plina - 
N s
-1 
Obrati mešanja - 
g m/s
2 
Gravitacijski pospešek 9,81 
Po - Število moči - 
Fr - 
Froudovo število (Prostorninski pretok pri katerem se 
pojavi poplavljanje mešala, določimo iz Fr. št.) 
- 
Qg - Plinsko pretočno oz. aeracijsko število - 
γ s
-1 
Povprečna strižna hitrost - 
Ks - 
Brezdimenzijska konstanta strižne hitrosti mešala - 
Rushtonova turbina 
11,8 
tm s Čas pomešanja - 
 
Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  

















Slika 11: Bioreaktor Infors AG, ki smo ga uporabljali pri eksperimentih. 
 
1) Izbrana empirična korelacija 
Prva izbrana empirična korelacija, ki smo jo uporabili za izračun Vg in N je navedena v 
preglednici 13. Vnos moči smo izračunali po enačbah v preglednici 14. Število moči smo 
določili iz grafa na sliki 12. Reynoldsovo število smo izračunali po enačbi (16). Povprečno 
hitrost plina smo izračunali po enačbi (17). 
 
Preglednica 13: Korelacija kLa za bioreaktor in primerjava karakteristik bioreaktorja iz literature s 
karakteristikami našega bioreaktorja. D (m) je premer bioreaktorja. Di (m) je premer mešala. Ostali parametri 
so razloženi v preglednici 12. 
 
Korelacija kLa 
(tip tekočine: voda-zrak) 
D (m) Tip mešala in število Di/D Vir 
Iz literature 
 0,29 Rushtonova turbina 0,33 




Voda-zrak 0,22 Rushtonova turbina (2) 0,35 - 
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Preglednica 14: Korelacija vnosa moči v zaplinjeno tekočino in vnosa moči v brezplinsko tekočino ter 
primerjava karakteristik bioreaktorja iz literature s karakteristikami našega bioreaktorja. D (m) je premer 
bioreaktorja. Di (m) je premer mešala.  Ostali parametri so razloženi v preglednici 12. 
 
Korelaciji vnosa moči v zaplinjeno tekočino 





























Število moči (Po) smo določili s pomočjo grafa na sliki 12. 
 
 
Slika 12: Graf prikazuje odvisnost števila moči (Po) od Reynoldsovega števila (Re) (Bates in sod., 1963). 
 
Reynoldsovo število smo izračunali po spodnji enačbi (Doran, 2013): 
 

















 > 0.055 : 1 - 
𝑃𝑔
𝑃𝑢𝑔





𝑃𝑢𝑔 = 𝑃𝑜𝜌 𝑁
3 𝐷𝑖5 





Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2017  
47 
 





2) Izbrana empirična korelacija 
Izbrana empirična korelacija, ki smo jo uporabili za izračun Vg in N, je navedena v 
preglednici 15. Vnos moči smo izračunali po enačbah v preglednici 16. Število moči smo 
določili iz grafa na sliki 12. Reynoldsovo število smo izračunali po enačbi (16). Povprečno 
hitrost plina smo izračunali po enačbi (17). Maksimalno možno plinsko pretočno število 
oz. aeracijsko število smo izračunali po enačbi (18). Plinsko pretočno število oz. aeracijsko 
število smo izračunali po enačbi (19). Froudovo število smo izračunali po enačbi (20). 
Prostorninski pretok plina smo izračunali po enačbi (21) in (22). 
 
Preglednica 15: Korelacija kLa za bioreaktor in primerjava karakteristik bioreaktorja iz literature s 
karakteristikami našega bioreaktorja. D (m) je premer bioreaktorja. Di je premer mešala. Ostali parametri so 
razloženi v preglednici 12. 
 
Korelacija kLa 
(tip tekočine: voda-zrak) 
D (m) 























0,15 - 12 Rushtonova turbina 
(1 mešalo) 








Preglednica 16: Korelacija vnosa moči v zaplinjeno tekočino in vnosa moči v brezplinsko tekočino ter 
primerjava karakteristik bioreaktorja iz literature s karakteristikami našega bioreaktorja. D (m) je premer 
bioreaktorja. Di je premer mešala. 
 
Korelaciji vnosa moči v zaplinjeno 


































𝑃𝑔 = 𝑃𝑢𝑔(1 − (0,72 − 0,72𝜂)𝐹𝑟
0,25 tanh(24𝑄𝑔)) 
𝑃𝑢𝑔 = 𝑃𝑜  𝜌 𝑁
3 𝐷𝑖5 
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Maksimalno možno plinsko pretočno število oz. aeracijsko število smo izračunali po 
spodnji enačbi (Hriberšek in sod., 2005): 
 
 
           … (18) 
 





Prostorninski pretok pri katerem se pojavi poplavljanje mešala, smo določili iz Froudovega 










           … (22) 
 
Vse oznake v enačbah so razložene v preglednici 12. 
 
3.3.12.1 Eksperimentalna določitev kLa v mešalnem bioreaktorju 
 
Rezultate izračunanih parametrov Vg in N, pri katerih dobimo željen kLa (kLa dosežen v 
Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku) v bioreaktorju, smo preverili z eksperimentalnim 
določanjem kLa. 
 
Za določitev kLa smo uporabili enako metodo kot pri eksperimentalni določitvi kLa v 
Erlenmeyerjevi steklenici. Metoda je opisana v poglavju 3.3.7 Določanje kLa v 
Erlenmeyerjevi steklenici. kLa smo določili pri naslednjih pogojih: 
- izračunane Vg in N, 
- temperatura 37 °C,  
- 10 l vode. 
Pridobljene vrednosti eksperimentalnega določanja kLa smo analizirali in primerjali z 
rezultati empiričnih korelacij. Za produkcijo rekomb. proteina smo izbrali korelacijo, 










𝑄𝑔 = 0,75 𝑄𝑔,𝑚𝑎𝑥 




𝑉𝑔 = 𝑄𝑔, 𝑚𝑎𝑥N𝐷𝑖
3 
𝑉𝑔 = 0,75 𝑉𝑔, 𝑚𝑎𝑥 
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3.3.13 Produkcija rekombinantnega proteina mešalnem bioreaktorju 
 
Pred gojenjem v bioreaktorju, smo bioreaktor očistili, nato napolnili z 10 l vode in ga 
sterilizirali. Dan pred začetkom gojenja smo pripravili založne raztopine avtoindukcijskega 
gojišča. Prvo založno raztopino, imenovano ZY gojišče smo po pripravi sterilizirali v 
bioreaktorju. Ostale založne raztopine smo sterilizirali v avtoklavu pri 1,2 bar, 121°C, 20 
min. Pripravili smo tudi raztopine antibiotikov in jih sterilizirali s sterilno filtracijo. Ostale 
založne raztopine in raztopine antibiotikov, razen ZY gojišča, ki je bil že v bioreaktorju, 
smo v bioreaktor sterilno dodali na dan začetka gojenja.  
 
Pogoji in lastnosti produkcije rekomb. proteinov v mešalnem bioreaktorju: 
- šaržni bioproces, 
- 10 l avtoindukcijskega gojišča, 
- 1 % (v/v) inokulum bakterijske kulture (za inokulum smo uporabili svežo 
prekonočno bakterijsko kulturo), 
- temperatura 37 °C, 
- izbrana parametra N in Vg, 
- trajanje bioprocesa: 24 h. 
Med bioprocesom ni bilo mogoče spremljati »in line« koncentracije raztopljenega kisika in 
pH brozge, kot pri gojenju na stresalniku, zaradi nedelujočega kontrolnega sistema 
bioreaktorja. pH vrednost brozge, OD600 in produkcijo rekomb. proteina smo spremljali 
»off line«.  
 
  
3.3.13.1 Spremljanje mikrobne rasti  
 
Kinetiko mikrobne rasti smo spremljali z merjenjem OD600. Postopek je opisan v poglavju 
3.3.5 Spremljanje mikrobne rasti.  
 
 
3.3.13.2 Spremljanje koncentracije raztopljenega kisika v brozgi 
 
Merjenje parcialnega tlaka raztopljenega kisika v brozgi ni bilo mogoče, zaradi 
nedelujočega kontrolnega sistema bioreaktorja.   
 
 
3.3.13.3 Spremljanje pH vrednosti brozge 
 
pH smo spremljali »off line«, z vzorčenjem 4 ml brozge v 30 min intervalih. pH vrednost 
brozge smo izmerili s pH metrom Adwa. Iz dobljenih podatkov smo narisali graf 
spremljanja pH vrednosti brozge po času.    
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3.3.13.4 Spremljanje produkcije rekombinantnega proteina in zaključni procesi 
  
Za spremljanje produkcije rekomb. proteina ter izolacijo, čiščenje in določanje 
koncentracije smo uporabili postopke in metode, ki so opisane v poglavjih 3.3.10 
Spremljanje produkcije rekomb. proteina in 3.3.11 Zaključni procesi. Prenos zaključnih 
procesov v večje merilo smo obravnavali teoretično (glej poglavje 2.5.2 Povečevalne 
metode zaključnih procesov). 
 
 
3.3.14 Statistična analiza pridobljenih podatkov 
 
Za lažjo interpretacijo rezultatov, smo pridobljene podatke statistično obdelali.  
 
Najprej smo izračunali povprečje z aritmetično sredino (?̅? ) in sicer tako, da smo sešteli vse 
vrednosti spremenljivke in vsoto delili s številom podatkov (Košmelj, 2007). 
 
Enačba za izračun povprečja z aritmetično sredino ( (Košmelj, 2007): 
 
           … (23) 
 
 
Pri čemer ?̅? predstavlja aritmetično sredino, n je število podatkov in xi je posamezna 
vrednost oz. podatek.  
 
Zanimala nas je tudi variabilnost podatkov, zato smo izračunali tudi standardni odklon (σ). 
Enačba za izračun standardnega odklona (Košmelj, 2007): 
 
  




Oznaka σ je standardni odklon, n je število podatkov, ?̅? je aritmetična sredina in xi je 
posamezna vrednost oz. podatek.  
 
Izračunali smo še koeficient variacije (KV%), ki meri, kolikšen odstotek povprečja 
predstavlja standardni odklon (Košmelj, 2007).  
 
Enačba za koeficient variacije (Košmelj, 2007): 
 
           … (25) 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1  PRODUKCIJA REKOMBINANTNEGA PROTEINA V ERLENMEYERJEVI 
STEKLENICI 
 
4.1.1 Določitev kLa v Erlenmeyerjevi steklenici 
 
Eksperimentalna določitev kLa 
 
Vrednost kLa v Erlenmeyerjevi steklenici smo določili z razplinjevalno metodo pri 
naslednjih pogojih: 
- Erlenmeyerjeve steklenice z utori iz hidrofobne plastike (volumna 500 ml), 
- obrati mešanja: 200 rpm, 
- temperatura: 37°C, 
- volumen vode/gojišča: 200 ml. 
 
V preglednici 17 so rezultati eksperimentalno določenih vrednosti kLa z razplinjevalno 
metodo. 
 
Preglednica 17: Rezultati eksperimentalno določene vrednosti kLa z razplinjevalno metodo. kLa (h
-1
) je 
volumetrični koeficient prenosa kisikam, σ je standardni odklon, KV% koeficient variacije. 




) Povprečje kLa (h
-1
) σ KV% 
Voda 
0,0195 70,20 
















Rezultat eksperimentalno določene vrednosti kLa v vodi je v povprečju 86,76 h
-1
 in v 
avtoindukcijskem gojišču 63,24 h
-1
. kLa v gojišču je nižji zaradi vpliva topljencev v gojišču 
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Teoretična določitev kLa 
 
Preglednica 18: Rezultat teoretično določene vrednosti kLa v vodi z empirično korelacijo. kLa (h
-1
) je 
volumetrični koeficient prenosa kisika, d (m) je maksimalni notranji premer Erlenmeyerjeve steklenice, N (s-
1
) so obrati mešanja, V (m
3









je kinematična viskoznost za vodo, do (m) je premer mešanja in g (m·s
-2
) je gravitacijski pospešek. 










Rezultat teoretično določene vrednosti kLa z empirično korelacijo je 31,59 h
-1
. Kar je 
bistveno nižje od rezultata eksperimentalno določene vrednosti kLa v vodi, 86,76 h
-1
. 
Možen vzrok za odstopanje je pomanjkljivost empirične korelacije, saj ne upošteva vpliva 
utorov pri prenosu kisika v tekočino. Erlenmeyerjeve steklenice z utori v primerjavi s 
tistimi brez njih, dosežejo višje vrednosti kLa, saj je mešanje tekočine (pri enakih pogojih 
mešanja) bolj intenzivno (Büchs, 2001). Kato Y. in sodelavci (2005) so pri merjenju kLa v 
različnih tipih Erlenmeyerjevih steklenic ugotovili, da je vrednost kLa v Erlenmeyerjevi 
steklenici z utori trikrat višja od vrednosti kLa izmerjene v normalni Erlenmeyerjevi 
steklenici.   
 
Rezultat eksperimentalnega določanja vrednosti kLa je v tem primeru ustrežnejši, zato smo 
v nadaljnjih postopkih in izračunih upoštevali le-tega. 
  
 
4.1.2 Proces v Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku 
 
Proces v avtoindukcijskem gojišču 
 
Lastnosti in pogoji procesa: 
- šaržni bioproces,  
- Erlenmeyerjeve steklenice z utori iz hidrofobne plastike (volumna 500 ml), 
- obrati mešanja: 200 rpm, 
- temperatura: 37°C, 
- 200 ml gojišča, 
- 1 % (v/v) inokulum bakterijske kulture,  
- 3 ponovitve procesa. 
 
 
𝑘𝐿a = 0,5 𝑑
2,03𝑁𝑉−0,89𝐷𝑘𝑖𝑠𝑖𝑘
0.5  𝑣−0,24 𝑔− 0,13𝑑𝑜  
0,25 
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Slika 13: Grafični prikaz spremljanja rasti bakterijske kulture po času v treh Erlenmeyerjevih steklenicah 
označenih od 1. Do 3. Merili smo OD600 vrednost brozge. Med 9 h in 24 h nismo izvajali meritev. OD600 je 
optična gostota, merjena pri valovni dolžini 600 nm. 
 
Preglednica 19: Maksimalna specifična hitrost rasti v treh Erlenmeyerjevih steklenicah označenih od 1. do 3. 
Erlenmeyerjeva steklenica Maksimalna specifična hitrost rasti μmax (h
-1




1,365 2. 1,309 
3. 1,393 
 
Iz dobljenih podatkov smo narisali rastne krivulje (Slika 13) in izračunali maksimalne 
specifične hitrosti rasti (μmax) (Preglednica 19): 
- Rezultati rastnih krivulj in vrednosti maksimalnih specifičnih hitrosti rasti, so med 
posameznimi poskusi ponovljivi.  
- Med bioprocesom nismo spremljali koncentracije virov ogljika (glukoza, laktoza, 
glicerol), zato ne vemo, kako je potekala poraba virov ogljika in kdaj se je začela 
indukcija produkcije rekomb. proteinov z laktozo. Studier (2005) je pri opisu 
avtoindukcijskega gojišča (enakega smo uporabili pri naših eksperimentih) navedel, 
da bakterije vrste E. coli preferenčno porabijo glukozo, zaradi katabolne represije, 
sledi poraba laktoze, ki se z encimom β-galaktozidazo pretvori v induktor 
alolaktozo. Sama laktoza ni dober vir ogljika za nadaljnjo produkcijo rekomb. 
proteinov, zato je v gojišču dodan glicerol, ki podpira rast bakterijske kulture in ne 
ovira indukcije. S sklicevanjem na članek, predpostavljamo, da se je enako 
dogajalo pri našem procesu. 
- Na začetku rastne krivulje vidimo fazo prilagajanja, ki traja približno 1 h procesa. 
Sledi faza pospešene rasti, ki po približno 3 h procesa preide v fazo eksponentne 
rasti in traja do 8 h procesa. Ker nimamo meritev med 9 h in 24 h bioprocesa, ne 
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vidimo celotnega poteka rastne krivulje in prav tako ne stacionarne faze. Po 9 h 
bioprocesa je povprečna vrednost OD600 brozge 2,9, kar je že skoraj končna 
povprečna vrednost OD600 brozge 3,1. Pričetek stacionarne faze bi lahko tako bil po 
približno 9 h procesa.  
- Med eksponentno fazo rasti in sicer med 4 h - 5 h procesa in med 6 h - 7h procesa 
vidimo kratko obdobje hitre rasti. Tega ne znamo pojasniti. Lahko gre za 
diauksično rast bakterij (Van Dedem in Moo-Young, 1975), ko bakterija začne 
porabljati nov vir ogljika. Bakterija se na nov vir ogljika odzove s sintetiziranjem 
novih encimov za metabolizem novega vira ogljika, kar bi morali videti kot 
upočasnjeno rast. Upočasnjene rasti na naših rastnih krivuljah ne vidimo, morda 
zato, ker je bila prilagoditev tako hitra, da smo jo v pol urnih intervalih merjenja 
vrednosti OD600 brozge zgrešili. Vidno je le obdobje hitre rasti, ki sledi po 
upočasnjeni rasti, ni pa jasno zakaj bi se menjava vira ogljika med procesom 
zgodila dvakrat.  
- Povprečje maksimalne specifične hitrosti rasti pri gojenju v avtoindukcijskem 




Optimizacija produkcije rekomb. proteina: 
- Z vidika zniževanja stroškov, bi morda bilo ustrezneje ustaviti bioproces že po 10 
h, saj se od tega časa naprej biomasa znatno ne poveča. Zaradi upočasnjene rasti 
biomase, je verjetno upočasnjena tudi produkcija rekomb. proteinov. S 




Slika 14: Grafični prikaz spremljanja vrednosti koncentracije raztopljenega kisika v brozgi med gojenjem v 
treh Erlenmeyerjevih steklenicah označenih od 1. do 3. 
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Rezultati spremljanja koncentracije raztopljenega kisika v brozgi med procesom (Slika 14): 
- Poraba kisika je bila zelo intenzivna. Koncentracija raztopljenega kisika v brozgi se 
je znižala na 0 % že po 3 h - 5 h procesa in je ostala na 0 % do 16 h - 20 h. Kar 
pomeni, da je bila v tem času hitrost porabe kisika višja od hitrosti prenosa kisika v 
tekočino. kLa, ki smo ga dosegli pri danih pogojih, je bil prenizek za vzdrževanje 
koncentracije raztopljenega kisika nad 0 %. 
- V 1. Erlenmeyerjevi steklenici je po 18 h procesa koncentracija raztopljenega 
kisika začela ponovno naraščati in dosegla 100 % v 5 h. V 2. Erlenmeyerjevi 
steklenici po 19 h procesa in 100 % dosegla v 4 h. V 3. Erlenmeyerjevi steklenici 
po 23 h procesa, vendar v času meritev in dosegla 100 %. Rast koncentracije 
raztopljenega kisika je verjetno posledica upočasnjenega metabolizma bakterij, ker 
na voljo ni bilo več virov ogljika. Za bolj natačen odgovor bi potrebovali meritve 
prisotnosti virov ogljika. 
 
Optimizacija produkcije rekomb. proteina: 
- Ko koncentracija raztopljenega kisika v brozgi pade pod kritično koncentracijo 
raztopljenega kisika, specifična hitrost porabe kisika postane odvisna od 
koncentracije kisika v brozgi. Specifična hitrost porabe kisika je definirana kot 
hitrost porabe kisika na celico. Odvisna je predvsem od lastnosti celice in njenega 
okolja. Da ne pride do limitacije rasti s kisikom, mora biti koncentracija 
raztopljenega kisika v brozgi višja od kritične koncentracije raztopljenega kisika. 
Zaradi limitacije rasti s kisikom lahko mikroorganizem preklopi iz aerobnega v 
anaerobni metabolizem. To za produkcijo proteinov ni zaželeno, saj anaerobni 
metabolizem znižuje produktivnost proteinov (Doran, 2013). 
- Za izboljšanje produktivnosti proteinov bi bilo potrebno izboljšati prenos kisika v 
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Slika 15: Grafični prikaz spremljanja pH vrednosti brozge med procesom v treh Erlenmeyerjevih steklenicah 
označenih od 1. do 3. 
 
pH vrednost brozge se med šaržnim procesom ni intenzivno spreminjala (Slika 15). Na 
spremembo pH vplivajo kisline, ki so produkt metabolizma glukoze in glicerola (Studier, 
2005). V našem primeru verjetno produkti metabolizma niso dosegli zadostne 
koncentracije, ki bi lahko vplivala na spremembo vrednosti pH brozge. Med bioprocesom 
ni bilo potrebno uravnavati vrednosti pH brozge.  
 
 
Proces v tekočem 0,5 x LB gojišču s sirotko 
 
Lastnosti in pogoji procesa: 
- šaržni bioproces, 
- plastične Erlenmeyerjeve steklenice z utori (volumna 500 ml), 
- obrati mešanja: 200 rpm, 
- temperatura: 37°C, 
- 200 ml gojišča, 
- 1 % (v/v) inokulum bakterijske kulture, 
- 3 ponovitve. 
 
Tekočo 0,5 x LB gojišče s sirotko smo uporabili kot alternativo za zniževanje stroškov 
gojišča. V preglednici 20, 21 in 22 so predstavljene cene avtoindukcijskega gojišča in 
tekočega 0,5 x LB gojišča s sirotko. 
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Preglednica 20: Cena avtoindukcijskega gojišča. Navedene cene niso enake industrijskim cenam sestavin 
gojišč.  
Cena avtoindukcijskega gojišča 
Sestavina 
Konc. sestavine 
g/ml v gojišču 
Cena sestavine z 22 
% DDV (EUR/kg) 
Masa sestavine 
za 10 l gojišča 
(kg) 
Cena (EUR/10 l 
gojišča) 
tripton 0,01 130,05 0,105 13,66 
kvasni ekstrakt 0,005 130,05 0,053 6,89 
Na2HPO4 0,00356 84,85 0,035 2,97 
KH2PO4 0,0034 69,32 0,034 2,36 
NH4Cl 0,00268 0,08 0,026 0,00 
Na2SO4 0,00072 15,62 0,007 0,11 
glicerol 0,005 116,83 0,05 5,84 
glukoza 0,0005 21,72 0,005 0,11 
α-laktoza monohidrat 0,002 44,52 0,02 0,89 
MgSO4 0,12 73,48 0,003 0,22 
ampicilin 0,0001 30890,40 0,001 30,89 
kloramfenikol 0,00005 14686,36 0,0005 7,34 
  
                                   Skupaj (EUR): 71,28 
 
Preglednica 21: Cena tekočega 0,5 x LB gojišča s sirotko. Navedene cene niso enake industrijskim cenam 
sestavin gojišč.  
Cena tekočega 0,5 x LB gojišča s sirotko 
Sestavina  
Konc. sestavine 
(g/ml) v gojišču 
Cena sestavine 
z 22 % DDV 
(EUR/kg) 
Cena sestavine 
z 22 % DDV 
(EUR/l) 
Masa sestavine 





NaCl 0,005 7,2712 - 0,05 0,36 
tripton 0,005 130,052 - 0,05 6,50 
kvasni 
ekstrakt 
0,0025 130,052 - 0,025 3,25 
ampicilin 0,0001 30890,4 - 0,001 30,89 
kloramfenikol 0,00005 14686,36 - 0,0005 7,34 
vir laktoze* 0,002 - 1 0,02 0,50 
    
Skupaj (EUR): 48,85 
 
Preglednica 22: Cena sirotke. Navedene cene niso enake industrijskim cenam sirotke.  
Vir laktoze* 





za 10 l gojišča (l) 
Cena (EUR/10 l 
gojišča) 
sirotka (5 % 
laktoze) 
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Rezultati in primerjava cen gojišč (Preglednica 20, Preglednica 21, Preglednica 22): 
- Cena 10 l avtoindukcijskega gojišča znaša 71,28 EUR.  
- Cena 10 l tekočega 0,5 x LB gojišča s sirotko je za 31,5 % nižja in znaša 48,85 
EUR. 
- Z uporabo tekočega 0,5 x LB gojišča s sirotko, lahko znižamo stroške gojišča, pod 
pogojem, da dosežemo enako produktivnost procesa.  
- Navedene cene gojišč ne veljajo za industrijski nivo, saj nismo uporabili 
industrijskih cen sestavin gojišč. 
 
Slika 16: Grafični prikaz spremljanja rasti bakterijske kulture po času v treh Erlenmeyerjevih steklenicah 
označenih od 1. do 3. Merili smo OD600 vrednosti brozge. Med 9 h in 24 h nismo izvajali meritev. OD600 je 
optična gostota, merjena pri valovni dolžini 600 nm. 
 
Preglednica 23: Maksimalna specifična hitrost rasti v treh Erlenmeyerjevih steklenicah označenih od 1. do 3. 
Erlenmeyerjeva steklenica Maksimalna specifična hitrost rasti μmax (h
-1




1,342 2. 1,277 
3. 1,393 
 
Dobljene rezultate rastnih krivulj (Slika 16) in vrednosti povprečne maksimalne specifične 
hitrosti rasti (Preglednica 23) smo primerjali z rezultati eksperimentov z avtoindukcijskim 
gojiščem: 
- V tekočem 0,5 x LB gojišču s sirotko vire ogljika predstavljajo tripton, kvasni 
ekstrakt in laktoza, kateri ne povzročijo preferenčne porabe enega vira ogljika. 
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- Po 8 h - 9 h procesa vrednost OD600 brozge doseže povprečno vrednost 1,1, kar je 
več kot polovico nižje kot pri eksperimentih z avtoindukcijskim gojiščem (OD600 je 
2,9).  
- Tekoče 0,5 x LB gojišče s sirotko je vsebovalo polovico nižjo koncentracijo 
sestavin od običajnega tekočega LB gojišča. Morda je bila rast bakterijske kulture 
omejena zaradi nižje koncentracije virov ogljika; triptona in kvasnega ekstrakta 
(koncentracija laktoze je bila enaka kot v avtoindukcijskem gojišču).  
- Vrednosti maksimalnih specifičnih hitrosti rasti se med eksperimenti v različnih 
gojiščih ne razlikujejo, kar pomeni, da so bili pogoji v začetni fazi rasti podobni. 
Povprečje maksimalne specifične hitrosti rasti pri gojenju v avtoindukcijskem 
gojišču je bilo 1,365 h
-1




- Z uporabo LB gojišče s sirotko smo znižali stroške procesa, nismo pa dosegli enake 
kinetike rasti bakterijske kulture. Dosegli smo nižjo produktivnost biomase, kar 
verjetno vodi do nižje produktivnosti rekomb. proteina.  
 
Optimizacija produkcije rekomb. proteina: 
- Potrebno bi bilo določiti končno koncentracijo pridobljenega rekomb. proteina, da 
bi se dejansko prepričali o produktivnosti procesa. 
- Produktivnost biomase bi lahko povečali z uporabo tekočega 1 x LB gojišča s 
sirotko, saj bi tako bakterijska kultura imela na voljo višjo koncentracijo virov 
ogljika. Cena 10 l tekočega 1 x LB gojišča s sirotko bi znašala 58,97 EUR in bi bila 
za 17,3 % nižja od cene 10 l avtoindukcijskega gojišča. S čimer bi še vedno znižali 
stroške bioprocesa. 
 
Za ovrednotenje lastnosti procesa produkcije rekomb. proteinov v Erlenmeyerjevih 
steklenicah na stresalniku s tekočim 1 x LB gojiščem, smo spremljali koncentracijo 
raztopljenega kisika in pH vrednost brozge (Slika 17).   
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Slika 17: Grafični prikaz spremljanja koncentracije raztopljenega kisika v brozgi in vrednost pH brozge med 
procesom v 2. Erlenmeyerjevi steklenici. 
 
Dobljene rezultate spremljanja koncentracije raztopljenega kisika in vrednosti pH brozge 
med gojenjem v tekočem 0,5 x LB gojišču s sirotko smo (Slika 17) primerjali z rezultati 
eksperimentov z avtoindukcijskim gojiščem (Slika 14, Slika 15): 
- Koncentracija raztopljenega kisika pri procesu v tekočem 0,5 x LB gojišču s sirotko 
je dosegla 0 % po približno 3 h procesa, kar je podobno kot pri procesu v 
avtoindukcijskem gojišču. Po 6 h procesa je koncentracija raztopljenega kisika 
začela naraščati in dosegla 100 % v 3 h. Medtem ko je pri gojenju v 
avtoindukcijskem gojišču koncentracija raztopljenega kisika začela naraščati šele 
po 18 h procesa. Kar pomeni, da so se viri ogljika pri procesu v tekočem 0,5 x LB 
gojišču s sirotko porabili že po 6 h procesa, kar je približno 12 h hitreje. 
- pH vrednost brozge se med bioprocesom ni bistveno spreminjala. Verjetno produkti 
metabolizma niso dosegli zadostne koncentracije, ki bi lahko vplivala na 
spremembo vrednosti pH brozge. 
 
 
4.1.3 Spremljanje produkcije rekombinantnega proteina 
 
Proces v avtoindukcijskem gojišču 
 
Za spremljanje procesa produkcije rekomb. proteina pri procesu v Erlenmeyerjevi 
steklenici na stresalniku smo vzorčili biomaso, ki smo jo uporabili za analizo proteinov z 
SDS-PAGE elektroforezo (Slika 18, Slika 19, Slika 20). 
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1: negativna kontrola: vzorec prekonočne kulture v ne-indukcijskem minimalnem gojišču. 
2: pozitivna kontrola: standard rekombinantnega proteina, velikosti 43 kDa. 
3: vzorec odvzet po 24 h procesa v 1. Erlenmeyerjevi steklenici.  
4: vzorec odvzet po 24 h procesa v 2. Erlenmeyerjevi steklenici. 
Slika 18: Rezultati SDS-PAGE analize. 
 
Negativno kontrolo (na sliki 18 označena z 1) je predstavljal vzorec bakterijske kulture v 
ne-indukcijskem minimalnem gojišču. Negativna kontrola ne vsebuje ciljnega proteina, saj 
ni prisotnega pasu velikosti približno 43 kDa. Z negativno kontrolo smo se prepričali, da 
ne pride do nenadzorovane produkcije rekombinantnih proteinov in da je T7 RNA 
polimeraza pod dobro kontrolo lac represorja, saj ne želimo nenadzorovane indukcije 
izražanja rekombinantnih proteinov. Pozitivno kontrolo (na sliki 18 označena z rdečo 
puščico) je predstavljal standard rekomb. proteina velikosti 43 kDa, s pomočjo katerega 
smo določili prisotnost našega rekomb. proteina. Tretji in četrti vzorec (na sliki 18 
označena z 3 in 4) sta vzorca proteinov iz 1. in 2. Erlenmeyerjeve steklenice po 24 h 
bioprocesa. V tretjem in četrtem vzorcu vidimo izrazita pasova velikosti približno 43 kDa 
(na sliki 18 označena s črnima puščicama). Produkcija rekomb. proteina je bila uspešna, saj 
smo dobili ciljni protein. V prvem, tretjem in četrtem vzorcu je vidnih več, nekoliko manj 
izrazitih pasov različnih velikosti (Slika 18). Gre za bakterijske proteine, saj je vzorec za 
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1: vzorec prekonočne kulture v 1 x tekočem LB gojišču. 
2: negativna kontrola: vzorec prekonočne kulture v ne-indukcijskem minimalnem gojišču. 
3: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 3,5 h procesa. 
4: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 3,5 h procesa. 
5: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 4 h procesa. 
6: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 4 h procesa. 
7: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 5,5 h procesa. 
Slika 19: Prvi del vzorcev analiziranih z SDS-PAGE elektroforezo. 
 
 
8: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 5,5 h procesa. 
9: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 6,5 h procesa. 
10: zgrešen nanos vzorca. 
11: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 6,5 h procesa. 
12: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 8 h procesa. 
13: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 8 h procesa. 
14: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 24 h procesa. 
15: vzorec iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice, po 24 h procesa. 
Slika 20: Drugi del vzorcev analiziranih z SDS-PAGE elektroforezo. 
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Slika 19 in slika 20 predstavljata rezultate analize vzorcev proteinov med bioprocesom v 1. 
in 2. Erlenmeyerjevi steklenici. S črnimi puščicami so označeni pasovi, ki predstavljajo 
ciljni protein. Prvi vzorec označen z 1 na sliki 19 predstavlja vzorec prekonočne kulture v 
LB gojišču in ne vsebuje pasu, ki bi predstavljal ciljni protein, kar pomeni, da ni 
produkcije rekomb. proteina. Prekonočno kulturo smo uporabljali za inokolum pri 
bioprocesih v Erlenmeyerjevi steklenici in v bioreaktorju, zato je zaželjeno, da v 
inokolumu ni prisotne produkcije rekomb. proteina. Drugi vzorec označen z 2 na sliki 19 
predstavlja negativno kontrolo, ki je vzorec prekonočne kulture v ne-indukcijskem 
minimalnem gojišču. Negativna kontrola ne vsebuje ciljnega proteina, saj ni pasu velikosti 
43 kDa, torej ni prisotne produkcije rekomb. proteina.   
  
Vzorci iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice (na sliki 19 in sliki 20 označeni s 3, 5, 7, 9, 12 in 
14) prikazujejo trend naraščanja koncentracije rekomb. proteina po času. To ni odraz 
naraščanja koncentracije proteina zaradi naraščanja koncentracije celic, saj smo vzorce 
pripravili tako, da so imeli vsi enako koncentracijo celic. Produkcija rekomb. proteina je 
bila inducirana od indukcije naprej skozi celoten proces. Celice so akumulirale rekomb. 
protein. Začetek produkcije rekomb. proteina v 1. Erlenmeyerjevi steklenici je viden v 
vzorcu po 5,5 h procesa (na sliki 19 vzorec označen s 7, ciljni protein je označen s črno 
puščico). Do produkcije rekomb. proteina je lahko prišlo že prej, ampak so bile njegove 
koncentracije prenizke, da bi jih zaznali z SDS-PAGE elektroforezo. Vzorci 9, 12 in 14 na 
sliki 20 so vzorci odvzeti po 6,5 h, 8 h in 24 h bioprocesa in imajo vsi pas približne 
velikosti 43 kDa, ki predstavlja ciljni protein (označen s črnimi puščicami).  
 
Vzorci iz 2. Erlenmeyerjeve steklenice (na sliki 19 in sliki 20 označeni s 4, 6, 8, 11, 13 in 
15) prav tako prikazujejo trend naraščanja koncentracije rekomb. proteina po času. 
Produkcijo rekomb. proteina v 2. Erlenmeyerjevi steklenici je prvič vidna v vzorcu po 6,5 
h procesa (na sliki 20 vzorec 11, ciljni protein je označen s črno puščico).  
 
 
Proces v tekočem LB gojišču s sirotko 
 
Med procesom produkcije rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku smo 
spremljali produkcijo rekomb. proteina. Vzorčili smo v določenih časovnih presledkih. 
Vzorce smo ustrezno pripravili in analizirali z SDS-PAGE elektroforezo. Slika 21 
prikazuje rezultate analize. 
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1: negativna kontrola, vzorec prekonočne kulture v ne-indukcijskem minimalnem gojišču. 
2: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 4 h procesa. 
3: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 5 h procesa. 
4: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 6 h procesa. 
5: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 7 h procesa. 
6: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 8,5 h procesa. 
7: vzorec iz 1. Erlenmeyerjeve steklenice, po 24 h procesa. 
Slika 21: Rezultati SDS-PAGE analize. 
 
Na sliki 21 so s črnimi puščicami označeni pasovi velikosti približno 43 kDa, ki 
predstavljajo ciljni protein. Viden je trend naraščanja koncentracije rekomb. proteina po 
času, gledano na enako koncentracijo celic, saj intenziteta pasov, ki predstavljajo ciljni 
protein v vzorcih 2, 3, 4, 5, 6, 7 narašča. Na podlagi analiziranih vzorcev, je začetek 
produkcije rekomb. proteina viden po 4 h procesa (na sliki 21 vzorec označen z 2). Možno 
je, da se je produkcija rekomb. proteina začela že prej, ampak pred to časovno točko ni bilo 
mogoče izvesti analize, saj bi bilo potrebno odvzeti velike volumne vzorcev, ki bi lahko 
vplivali na potek bioprocesa. V 0,5 x LB gojišču s sirotko ni glukoze, zato ni prisotne 
preferenčne rasti na enem viru ogljika in se metabolizem laktoze, posledično produkcija 
rekomb. proteina lahko začne že v zgodnji fazi procesa.  
 
 
4.1.4 Zaključni procesi 
 
Po 24 h šaržnega procesa v treh Erlenmeyerjevih steklenicah smo odvzeli vzorce brozge 
(200 ml) za izolacijo in določitev približne koncentracije rekomb. proteina. Priprava 
vzorcev je opisana v poglavju 3.3.11 Zaključni procesi. Rekomb. protein smo izolirali z 
imobilizirano kovinsko afinitetno kromatografijo. Okvirno koncentracijo izoliranega 
proteina smo določili s pomočjo BSA standarda. Za izračune smo uporabili kromatograme 
(primer kromatograma na sliki 22) in enačbo, ki je navedena v poglavju 3.3.11.2 
Imobilizirana kovinska afinitetna kromatografija.  
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Slika 22: Primer kromatograma po izolaciji rekomb. proteina z imobilizirano kovinsko afinitetno 
kromatografijo. 
Na X osi je retencijski čas (min), na Y osi je absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (mAU) označena z 
modro krivuljo. Na kolono smo injicirali 500 μl vzorca proteinov. S prvo rdečo puščico (iz leve proti desni) 
je označen vrh kromatograma pri času 0,75 min in predstavlja vse proteine iz vzorca, ki se niso vezali na 
kolono. Na kolono so se vezali proteini s His-repki. Z elucijskim pufrom smo eluirali vezane proteine na 
koloni (s svetlo zeleno barvo je označena menjava pufra) in dobili vrh kromatograma pri času 11,55 min, na 
sliki označen s prvo črno puščico (iz leve proti desni). Nato smo postopek ponovili (druga rdeča in črna 
puščica). Ostale krivulje predstavljajo parametre, ki niso bili ključni pri naši analizi: krivulja sive barve - 
vrednost pH, roza - absorbanca pri valovni dolžini 215 nm, rdeča – absorbanca pri valovni dolžini 254 nm, 
prekinjena krivulja temno zelene barve – volumski pretok, svetlo modra – konduktivnost in prekinjena 
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Preglednica 24: Rezultati izračuna približne koncentracije rekomb. proteina v vzorcih brozge. Vzorci brozge 
po 24 h bioprocesa iz treh Erlenmeyerjevih steklenic so označeni od 1 do 3. Standard je BSA standard s 
koncentracijo 1 mg/ml, Pkromatogram  je površina kromatograma (AU·s), Crekomb. protein v lizatu (mg/ml) je 
koncentracija izoliranega rekomb. proteina v vzorcu lizata, Crekomb. protein v brozgi (mg/ml, mg/l) je koncentracija 




















protein v brozgi  
(mg/l) 
σ (mg/l) KV (%) 
1 2,91 
11,78 2,67 0,201 201,1 
194,0 16,53 8,52 10,25 2,34 0,175 175,1 
12,05 2,73 0,205 205,7 
2 3,17 
6,22 1,42 0,106 106,2 
104,8 1,84 1,75 
6,06 1,37 0,103 103,6 
3 3,23 8,92 2,02 0,152 152,3 152,4 - - 
Standard - 4,38 1,00 - - - - - 
  
Rezultati izračunanih približnih koncentracij rekomb. proteina (Preglednica 24): 
- Pri produkciji rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici 1 (vzorec 1), je, po 24 
h procesa pri vrednosti OD600 brozge 2,91, približna koncentracija rekomb. proteina 
194,0 mg/l.  
 
- Pri produkciji rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici 2 (vzorec 2), je, po 24 
h procesa pri vrednosti OD600 brozge 3,17, približna koncentracija rekomb. proteina 
104,8 mg/l. 
 
- Pri produkciji rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici 3 (vzorec 3), je, po 24 
h procesa pri vrednosti OD600 brozge 3,23, približna koncentracija rekomb. proteina 
152,4 mg/l. 
 
- Za vsak vzorec (vzorec 1-3) smo naredili več ponovitev izolacije rekomb. proteina, 
vendar vseh ponovitev zaradi težav z opremo nismo mogli upoštevati. 
- Rezultati koncentracij med vzorci (194,0 mg/l, 104,8 mg/l, 152,4 mg/l) so precej 
variabilni, glede na to, da so bili vzorci pripravljeni iz procesnih brozg s podobno 
vrednostjo OD600 (2,91, 3,17, 3,23). Predvidevali smo, da je koncentracija biomase 
povezana s koncentracijo rekomb. proteina. Vzrok variacij je lahko biološka 
variabilnost, kar pomeni da se produkcija rekomb. proteina, lahko razlikuje med 
posameznimi eksperimenti. Možen vzrok so lahko tudi napake pri pripravi vzorcev. 
Priprava vzorcev predstavlja primarne postopke izolacije rekomb. proteina, ki so 
opisani v poglavju 3.3.10.2 Razbijanje celic in primarna izolacija rekombinantega 
proteina. Kljub temu, da smo vse vzorce pripravljali po enakem postopku, lahko 
pride do napak pri delu, npr. delna izguba vzorca, ki je lahko vzork nižje 
koncentracije izoliranega rekomb. proteina. 
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Slika 23: Rezultati preverjanja čistosti vzorca po izolaciji rekomb. proteina z SDS-PAGE elektroforezo. 
Vzorec 1: vzorec izoliranega rekomb. proteina iz Erlenmeyerjeve steklenice 3 (vzorec 3). Izoliran rekomb. 
protein je označen s črno puščico. 
 
Z SDS-PAGE elektroforezo smo preverili čistost vzorca rekomb. proteina po izolaciji z 
imobilizirano kovinsko afinitetno kromatografijo (Slika 23). Analizirali smo en vzorec 
(vzorec 3), ob predpostavki, da je metoda delovala enako uspešno pri vseh vzorcih. 
Analiza je pokazala, da smo po izolaciji dobili čist rekomb. protein, saj je bil viden le en 
pas približne velikosti 43 kDa (na sliki 23 označen s črno puščico). 
 
 
4.2 PRENOS PRODUKCIJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA V MEŠALNI 
BIOREAKTOR 
 
4.2.1 Povečevalni parameter kLa 
 
S povečevalno metodo smo pri prenosu bioprocesa iz Erlenmeyerjeve steklenice v 
bioreaktor ohranili enake pogoje procesa: temperaturo, gojišče, kLa, in proporcionalno enak 
delež inokuluma. 
 
V poglavju 4.1.1 Določitev kLa v Erlenmeyerjevi steklenici so navedeni rezultati 
eksperimentalnega določanja kLa in teoretičnega določanja kLa. Teoretični kLa je za 64,1 % 
nižji od eksperimentalno določenega kLa. Zaradi odstopanja teoretično določenega kLa, ki 
je posledica nepopolne empirične korelacije, tega rezultata v nadaljnjih izračunih nismo 
upoštevali.  
 
V Erlenmeyerjevi steklenici (pri pogojih: 200 rpm, 37 °C, 200 ml vode/gojišča, 
Erlenmeyerjeva steklenica volumna 500 ml), smo z razplinjevalno metodo določili 
vrednost kLa, ki je v vodi znašala 86,76 h
-1




Ker so empirične korelacije za izračun kLa v bioreaktorju namenjene samo za izračune kLa 
v vodi, smo za vrednosti kLa, ki jo želimo doseči v bioreaktorju izbrali 86,76 h
-1
. Vemo 
kakšen kLa želimo doseči v bioreaktorju, ne vemo pa pri katerih pogojih prostorninskega 
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pretoka zraka (Vg) in obratih mešala (N) ga dosežemo. Ta dva parametra določimo na 




Pred izbiro dveh empiričnih korelacij za izračun kLa v bioreaktorju, smo primerjali 
rezultate navedenih korelacij v preglednici 1 pri različnih vrednostih Vg in N (Preglednica 
25 in Slika 24). Pri izračunih smo uporabili geometrijske karakteristike našega 
bioreaktorja. 
 
Preglednica 25: Primerjava rezultatov korelacij pri različnih vrednostih prostorninskega pretoka plina Vg 
(l/min) in obratih mešala N (rpm). kLa (h
-1
) je volumetrični koeficient prenosa kisika, σ je standardni odklon, 
KV% je koeficient variacije, Povp. kLa je povprečje izračunanih vrednosti kLa, od 1 do 7 so označeni pogoji, 
ki se razlikujejo v vrednostih Vg (l/min) in N (rpm).  
Pogoji  Reference korelacij in izračuni kLa (h
-1




































1 2,0 100 3,9 11,3 3,1 7,5 9,6 9,3 7,5 3,0 40,7 
2 4,0 120 8,1 18,2 7,5 12,5 16,3 16,4 13,2 4,2 31,6 
3 6,0 140 13,3 25,6 14,0 17,8 23,3 23,4 19,5 4,7 24,6 
4 8,0 160 19,5 33,8 22,5 23,1 30,5 31,4 26,8 5,2 19,8 
5 10,0 180 26,4 41,9 32,7 28,3 37,6 40,8 34,6 5,8 17,1 
6 12,0 200 33,5 49,6 44,0 33,3 44,4 51,6 42,7 7,1 16,6 






Tumpej T. Priprava rekombinantnih bakterij … ciljnega proteina in prenos proizvodnje v večje merilo.  




Pogoj 1: Vg = 2,0 l/min in N = 100 rpm. 
Pogoj 2: Vg = 4,0 l/min in N = 120 rpm. 
Pogoj 3: Vg = 6,0 l/min in N = 140 rpm. 
Pogoj 4: Vg = 8,0 l/min in N = 160 rpm. 
Pogoj 5: Vg = 10,0 l/min in N = 180 rpm. 
Pogoj 6: Vg = 12,0 l/min in N = 200 rpm. 
Pogoj 7: Vg = 14,0 l/min in N = 220 rpm. 
Slika 24: Grafični prikaz primerjave rezultatov empiričnih korelacij pri različnih vrednostih prostorninskega 
pretoka plina Vg (l/min) in obratih mešala N (rpm). Na x osi grafa so od 1 do 7 označeni pogoji, ki se 
razlikujejo v vrednostih Vg (l/min) in N (rpm). Na y osi grafa so rezultati izračunanih vrednostih 
volumetričnega koeficienta prenosa kisika kLa (h-1). 
 
Rezultati empiričnih korelacij se bistveno ne razlikujejo med seboj (Preglednica 25, Slika 
24): 
- Vse dajo podobne rezultate, saj koeficient variacije (KV%) za noben pogoj ne 
presega 24,6 %, razen izjeme prvega pogoja, kjer KV% znaša 40,7 %. 
- Na podlagi teh rezultatov je težko izbrati »najustreznejšo« korelacijo. 
 
Dve korelaciji smo izbrali po naslednjih kriterijih: 
- Korelacija je prilagojena za mešalne bioreaktorje, ki so geometrijsko podobni 
našemu bioreaktorju (Pogoji so navedeni v poglavju 3.3.12 Prenos produkcije 
rekombinantnih proteinov iz Erlenmeyerjeve steklenice v mešalni bioreaktor). 
- Korelacija je namenjena za sistem zrak-voda, saj so empirične korelacije za 




















Linek in sod., 2004
Van't Riet, 1979
Smith in sod., 1977
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Uporabili smo dve empirični korelaciji za določitev kLa (Preglednica 26), skupaj z ostalimi 
enačbami potrebnimi za izračun empiričnih korelacij, ki smo jih navedli v poglavju 3.3.12 
Prenos produkcije rekombinantnih proteinov iz Erlenmeyerjeve steklenice v mešalni 
bioreaktor.   
 
Preglednica 26: Rezultati izračuna prostorninskega pretoka plina Vg (l/min) in obratov mešala N (rpm) po 




) je volumetrični 




) je vnos moči v zaplinjeno tekočino, V (m
3
) je prostornina tekočine 
v bioreaktorju, us (m·s
-1
) je povprečna hitrost plina, ρ (kg·m
-3
) je gostota vode, g (m·s
-2





) je kinematična viskoznost vode. 
Št. empirične 
korelacije 
Uporabljena empirična korelacija 
za izračun kLa v bioreaktorju 







10,90 320 83,92 
5,56 350 84,77 
2. 
 
10,90 300 84,34 
5,56 350 81,69 
3,39 400 83,57 
 
 
Dobili smo rezultate različnih primerov parametrov Vg in N, ki dajo želeno vrednost kLa 
(~86,76 h
-1
) (Preglednica 26). V nadaljevanju smo z eksperimentalnim določanjem kLa v 
mešalnem bioreaktorju, preverili ali izračunani primeri parametrov res dajo želeno 
vrednost kLa v našem bioreaktorju. 
 
 
4.2.2 Eksperimentalna določitev kLa v mešalnem bioreaktorju 
 
Zaradi omejitev s časom nismo naredili eksperimentalnega preverjanja kLa vseh primerov 
izračunanih kombinacij parametrov z izbranimi empiričnimi korelacijami. Vendar smo le 
naključno izbrali tri primere, saj ni bilo znano katera korelacija je ustreznejša za naš 
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Preglednica 27: Eksperimentalno preverjanje vrednosti kLa, ki so bile določene z empiričnima korelacijama. 




Eksperimentalno pridobljene vrednosti kLa bistveno ne odstopajo od empirično določenih 
vrednosti kLa (Preglednica 27): 
- Pri 1. primeru (Vg je 10,9 l/min N je 320 rpm) je vrednost kLa izračunana s 
korelacijo 83,90 h
-1 
in eksperimentalno določena povprečna vrednost je 82,08 h
-1
.  
- Pri 2. primeru (Vg je 5,56 l/min N je 350 rpm) je vrednost kLa izračunana s 
korelacijo 84,77 h
-1 
in eksperimentalno določena povprečna vrednost je 88,92 h
-1
.  
- Pri zadnjem primeru, 3. primeru (Vg je 10,9 l/min N je 300 rpm) je vrednost kLa 
izračunana s korelacijo 84,00 h
-1 




- Ker med rezultati ni bistvenih razlik, smo za pogoje gojenja v bioreaktorju 
naključno izbrali 1. primer parametrov Vg in N.  
- Povečevalna metoda je bila uspešna, če njeno uspešnost ocenimo na podlagi 
primerjave eksperimentalno in teoretično pridobljenih rezultatov kLa v mešalnem 
bioreaktorju. Saj smo vrednost kLa, pri prenosu bioprocesa v večje merilo, ohranili 
konstantno.  
Optimizacija določanja kLa v bioreaktorju: 
- Pridobljeni rezultati veljajo le za vodo. Za natančnejše razumevanje, bi bilo 
potrebno narediti še eksperimentalno določanje kLa v gojišču s protipenilcem. 
Gojišče in protipenilec namreč znižata vrednost kLa. Da gojišče zniža vrednost kLa 
smo potrdili z določanjem kLa v Erlenmeyerjevi steklenici. Vrednost kLa je bila v 
gojišču za 27,11 % nižja od vrednosti kLa v vodi pri enakih pogojih.  
  
Izračunani parametri s 
korelacijo 
Eksperimentalno določen 
kLa pri izračunanih 
parametrih Vg in N 
Uporabljena empirična 



















1. 10,9 320 83,90 82,08 26,60 32,40 






3. 10,9 300 84,00 70,85 11,56 16,31 
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- Protipenilca nismo uporabljali pri procesu produkcije v Erlenmeyerjevih 
steklenicah, zato ni bilo potrebe po testiranju njegovih učinkov na vrednost kLa. V 




4.3 PROCES V MEŠALNEM BIOREAKTORJU 
 
4.3.1 Korelacija vrednosti absorbance spektrofotometra Tecan z vrednostmi 
absorbance spektrofotometra Tsingtao 
 
V pilotnem laboratoriju, kjer smo izvedli eksperimente v bioreaktorju, ni bilo 
spektrofotometra Tecan, katerega smo uporabljali v predhodnih eksperimentih. Zaradi 
lažjega dela smo uporabili spektrofotometer Tsingtao, ki se je nahajal v laboratoriju. 
Spektrofotometra nimata popolnoma enakega sistema merjenja optične gostote, zato 
podata različne vrednosti za enak vzorec. Da smo kasneje lahko primerjali rezultate OD600 
med eksperimenti, smo naredili korelacijo med vrednostmi spektrofotometrov (Slika 24).  
 
  
Slika 25: Korelacija vrednosti absorbance merjene s spektrofotometrom  








y = 2,124x 
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4.3.2 Rastna krivulja 
 
Za proces v bioreaktorju smo po povečevalnih metodah produkcije proteinov, izbrali 
naslednje parametre: 
- 1. primer: pretok zraka = 1,09 vvm (Vg = 10,9 l/min), N = 320 rpm, 
- temperatura procesa: 37 °C, 
- šaržni proces, 
- 10 l avtoindukcijskega gojišča, 
- 1 % v/v inokulum, 
- trajanje procesa: 24 h. 
 
 
Slika 26: Grafični prikaz spremljanja rasti bakterijske kulture in pH vrednosti brozge med procesom. Med 
točko 9 h in 24 h nismo izvajali meritev OD600 brozge.  
 
 
Preglednica 28: Maksimalna specifična hitrost rasti bakterijske kulture. 
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Med produkcijo rekomb. proteinov v bioreaktorju, smo spremljali kinetiko rasti bakterijske 
kulture. Iz pridobljenih podatkov smo narisali rastno krivuljo (Slika 26) in izračunali 
maksimalno specifično hitrosti rasti (Preglednica 28): 
- Po 24 h procesa je bakterijska kultura dosegla vrednost OD600 brozge 2,5. 
- Maksimalna specifična hitrost rasti je bila 0,679 h-1. 
- pH vrednost brozge se med šaržnim procesom ni intenzivno spreminjala, verjetno 
produkti metabolizma bakterij niso dosegli zadostne koncentracije, ki bi lahko 
vplivala na pH vrednost brozge. Na stabilno vrednost pH brozge vpliva tudi 
puferska lastnost gojišča.   
 
Za proces v bioreaktorju nimamo podatkov o koncentraciji raztopljenega kisika v brozgi 
med procesom, saj sistem za merjenje kisika ni deloval in ga ni bilo mogoče popraviti. 
 
Dobljene rezultate smo primerjali z rezultati eksperimentov v Erlenmeyerjevi steklenici v 




4.3.3 Spremljanje produkcije rekombinantnega proteina 
 
Med gojenjem kulture v bioreaktorju smo spremljali produkcijo rekomb. proteina. Brozgo 
smo vzorčili v določenih časovnih presledkih. Vzorce smo obdelali in analizirali z SDS-
PAGE elektroforezo (Slika 27). 
 
 
1: vzorec po 4 h procesa. 
2: vzorec po 5 h procesa. 
3: vzorec po 6 h procesa. 
4: vzorec po 7,6 h procesa. 
5: vzorec po 8 h procesa. 
6: vzorec po 24 h procesa.  
Slika 27: Rezultati SDS-PAGE analize. 
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Slika 27 predstavlja rezultate analize vzorcev proteinov med procesom v bioreaktorju. 
Ciljni protein je označen s črno puščico. Viden je trend naraščanja koncentracije rekomb. 
proteina po času glede na enako koncentracijo celic. Začetek produkcije je viden v vzorcu 
po 6 h procesa. 
 
Dobljene rezultate smo primerjali z rezultati Erlenmeyerjeve steklenice v poglavju 4.4 
Primerjava rezultatov med Erlenmeyerjevo steklenico in mešalnim bioreaktorjem.  
 
 
4.3.4 Zaključni procesi 
 
Za izolacijo rekomb. proteina pridobljenega s procesom v bioreaktorju smo uporabili enake 
postopke in metode zaključnih procesov kot za izolacijo rekomb. proteina pridobljenega s 
procesom v Erlenmeyerjevi steklenici.  
 
Rekomb. protein smo izolirali z imobilizirano kovinsko afinitetno kromatografijo. S 
pomočjo BSA standarda (Preglednica 29) smo določili približno koncentracijo izoliranega 
proteina. Za izračune smo uporabili kromatograme (na sliki 28 je primer kromatograma) in 
enačbo, ki je navedena v poglavju 3.3.11.2 Imobilizirana kovinska afinitetna 
kromatografija.  
 
Povečevalne metode zaključnih procesov smo obravnavali teoretično (Poglavje 2.5.2 
Povečevalne metode zaključnih procesov).  
Povečevalne metode zaključnih procesov se začnejo z optimizacijo in ovrednotenjem 
zaključnih procesov na laboratorijskem nivoju. Za razbitje celic smo na laboratorijskem 
nivoju uporabljali sonifikacijo. Pri prenosu v večje merilo bi to metodo zamenjali s 
homogenizacijo, saj se homogenizatorji lahko uporabljajo za velike volumne. Potrebno bi 
bilo prenesti tudi metodo filtracije v večje merilo. Na laboratorijskem nivoju smo 
uporabljali majhne filtre z brizgo. Pri prenosu v večje merilo, bi te zamenjali z večjimi 
membranskimi filtri in črpalkami. Pri prenosu na industrijski nivo, kapaciteto filtrov 
povečamo s povečanjem števila vlaken enake dolžine ali s povečanjem števila zaporedno 
vezanih membranskih filtrov. 
Pri prenosu kromatografskih metod v večje merilo, velja upoštevati naslednje: povečamo 
premer kromatografske kolone in povečamo hitrost volumskega pretoka, hkrati pa 
ohranimo konstantno višino polnila in linearno hitrost pretoka. S tem zagotovimo 
konstantni čas pridobivanja tarčnih molekul na laboratorijskem in na pilotnem nivoju. 
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Slika 28: Primer kromatograma po izolaciji rekomb. proteina z imobilizirano kovinsko afinitetno 
kromatografijo.  
Na x osi je retencijski čas (min), na y osi je absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (mAU) označena z modro 
barvo. Na kolono smo injicirali 500 μl vzorca proteinov. Z rdečo puščico je označen vrh kromatograma pri 
času 0,79 min in predstavlja vse proteine v vzorcu, ki se niso vezali na kolono. Na kolono so se vezali 
proteini s His-repki (rekomb. protein). Z elucijskim pufrom smo eluirali vezane proteine iz kolone (S svetlo 
zeleno barvo je označena menjava pufra) in dobili nov vrh kromatograma pri času 6,3 min, ki je na sliki 
označen s črno puščico. Ostale krivulje predstavljajo parametre, ki niso bili ključni pri naši analizi: krivulja 
sive barve - vrednost pH, roza - absorbanca pri valovni dolžini 215 nm, rdeča – absorbanca pri valovni 
dolžini 254 nm, prekinjena krivulja temno zelene barve – volumski pretok, svetlo modra – konduktivnost in 
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Preglednica 29: Rezultati izračuna približne koncentracije rekomb. proteina v vzorcu brozge. Vzorec brozge 
je bil vzorčen po 24 h bioprocesa v bioreaktorju. Standard je BSA standard s koncentracijo 1 mg/ml, 
Pkromatogram je površina kromatograma (AU·s), Crekomb. protein v lizatu (mg/ml) je koncentracija izoliranega rekomb. 
proteina v vzorcu lizata, Crekomb. protein v brozgi (mg/ml, mg/l) je koncentracija rekomb. proteina v brozgi, σ je 




























4,28 0,975 0,073 73,11 
113,8 33,04 29,0 
10,97 2,499 0,186 187,40 
4,96 1,132 0,085 84,93 
6,61 1,508 0,112 113,13 
6,47 1,473 0,111 110,50 
11,83 1,347 0,100 101,02 
6,71 1,531 0,115 114,82 
8,03 1,828 0,136 137,09 
6,04 1,378 0,102 103,33 
Standard - 4,39 1 - - - - - 
 
 
Pripravili smo en vzorec, katerega smo na kolono nanesli devetkrat in mu določili približno 
koncentracijo rekomb. proteina v brozgi. Pri produkciji rekomb. proteina v bioreaktorju, je 
po 24 h procesa pri vrednosti OD600 brozge 2,5, približna koncentracija rekomb. proteina 
znašala 113,8 mg/l.  
 
Ponovitve izolacije so dale variabilne rezultate koncentracije izoliranega proteina, saj je 
koeficient variacije znašal 33,04 %. Vzroki za to niso povsem jasni.  
 
Za boljšo interpretacijo in zanesljivost rezultatov, bi bilo potrebno narediti še vsaj dve 
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4.4 PRIMERJAVA REZULTATOV MED ERLENMEYERJEVO STEKLENICO IN  
MEŠALNIM BIOREAKTORJEM 
 
4.4.1 Primerjava rastnih krivulj  
 




Slika 29: Grafični prikaz primerjave rastnih krivulj iz Erlenmeyerjevih steklenic in iz bioreaktorja. 
 
 
Preglednica 30: Primerjava maksimalnih specifičnih hitrost rasti. 
Vzorec Maksimalna specifična hitrost rasti μmax (h
-1













Bioreaktor 0,679 0,679 
 
 
Primerjava treh rastnih krivulj iz Erlenmeyerjeve steklenice z rastno krivuljo iz mešalnega 
bioreaktorja (Slika 29) in primerjava maksimalnih specifičnih hitrosti rasti (Preglednica 
30): 
- Vrednost OD600 brozge je po 24 h procesa v Erlenmeyerjevi steklenici v povprečju 


















1. Erlenmeyerjeva steklenica 2. Erlenmeyerjeva steklenica
3. Erlenmeyerjeva steklenica bioreaktor
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- Pri eksperimentih v Erlenmeyerjevi steklenici smo končno vrednost OD600 brozge, 
ki je znašala v povprečju 3, pridobili že po približno 9 h bioprocesa. Pri 
eksperimentu v bioreaktorju je vrednost OD600 brozge po 9 h bioprocesa znašala 
šele 1,4.  
- Dosežene maksimalne specifične hitrosti rasti se med Erlenmeyerjevo steklenico in 
bioreaktorjem precej razlikujejo. Maksimalna specifična hitrost rasti v bioreaktorju 
je 0,679 h
-1
, kar je za 50,1 % nižje od tiste v Erlenmeyerjevi steklenici, ki je 1,366 
h
-1
.   
- Nismo dosegli enake hitrosti rasti bakterijske kulture med obema sistemoma. 
Prenos v večje merilo ima nepojasnjen negativen učinek na aktivnost celic 
(počasnejša rast), ki se kaže v izgubi produktivnosti.   
- Teoretično bi kinetika rasti bakterijske kulture morala biti primerljiva med 
Erlenmeyerjevo steklenico in bioreaktorjem, saj je bil cilj prenosa procesa v 
bioreaktor, ohraniti konstantne pogoje gojenja.  
- Vzroki za počasnejšo rast bakterijske kulture so pogosto limitacije s substrati (npr. 
viri ogljika, kisik). V našem primeru limitacija z viri ogljika verjetno ni vzrok, saj 
smo uporabili enako gojišče v obeh sistemih.  
- Smo pa imeli limitacijo rasti bakterijske kulture s kisikom, saj je pri procesu v 
Erlenmeyerjevi steklenici koncentracija raztopljenega kisika dosegla 0 % že po 3 h 
- 5 h procesa. Vrednost kLa, ki smo jo dosegli v Erlenmeyerjevi steklenici, je bila 
prenizka za potrebe bakterijske kulture. 
 
- Teoretično bi enak odraz limitacije rasti s kisikom mogli dobiti tudi pri procesu v 
bioreaktorju. Pri prenosu procesa v bioreaktor smo ohranili enako vrednost kLa, saj 
sta eksperimentalno določeni vrednosti kLa za vodo v bioreaktorju in v 
Erlenmeyerjevi steklenici bili ujemajoči. Teoretično bi mogli dobiti enako rastno 
krivuljo in maksimalno specifično hitrost rasti.  
- Pri procesu v bioreaktorju smo uporabili protipenilec. Njegovega vpliv na vrednost 
kLa pa nismo testirali in upoštevali pri prenosu procesa. Možno je, da je 
protipenilec znižal vrednost kLa, kar je vplivalo na aktivnost celic. 
- Za natančnejšo obrazložitev bi potrebovali podatke o spremljanju koncentracije 
raztopljenega kisika v bioreaktorju. 
 
- Potrebnih bi bilo več ponovitev eksperimentov v bioreaktorju, da bi se prepričali o 
zanesljivosti dobljenih podatkov in preverili ponovljivost bioprocesa. 
 
4.4.2 Primerjava produkcije rekombinantnega proteina 
 
Primerjava produkcije rekomb. proteina med Erlenmeyerjevo steklenico (Slika 19, Slika 
20) in bioreaktorjem (Slika 27): 
- Pri produkciji rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici je produkcija vidna po 
5,5 h - 6,5 h procesa. V bioreaktorju je vidna po 6 h procesa. Začetek produkcije je 
primerljiv. 
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- V obeh primerih je viden trend naraščanja koncentracije rekomb. proteina po času, 
gledano na približno enako koncentracijo celic. 
- Koncentracija rekomb. proteina narašča tudi zaradi naraščanja koncentracije 
biomase. 
- V obeh sistemih smo dosegli zelo podobne rezultate. Torej smo s prenosom procesa 




4.4.3 Primerjava približne končne koncentracije izoliranega rekombinantega 
proteina 
 
Preglednica 31: Primerjava približne koncentracije izoliranega proteina pridobljene z Erlenmeyerjevo 
steklenico in z bioreaktorjem. Crekomb. protein v brozgi (mg/ml, mg/l) je koncentracija rekomb. proteina v brozgi, σ 





























Bioreaktor 2,52 2,5 113,93 113,93 - - 
 
 
Primerjava približne končne koncentracije rekomb. proteina pridobljene z Erlenmeyerjevo 
steklenico in z bioreaktorjem (Preglednica 31): 
- Pri produkciji rekomb. proteina v bioreaktorju, je, po 24 h procesa pri povprečni 
vrednosti OD600 brozge 3,1, povprečna koncentracija rekomb. proteina znašala 
150,44 mg/l.  
 
- Pri produkciji rekomb. proteina v bioreaktorju, je, po 24 h procesa pri vrednosti 
OD600 brozge 2,5, povprečna koncentracija rekomb. proteina znašala 113,93 mg/l. 
 
- Če zanemarimo variabilnost med koncentracijami rekomb. proteina med 
Erlenmeyerjevimi steklenicami (1-3), smo pri procesu v Erlenmeyerjevi steklenici 
dobili višjo vrednost koncentracije, zaradi višje vrednosti OD600 brozge. 
Predpostavljamo, da je koncentracija biomase povezana s koncentracijo rekomb. 
proteina.  
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- Koncentracija rekomb. proteina med procesom narašča zaradi produkcije in 
akumulacije rekomb. proteina v celicah in naraščanja koncentracije biomase. Kar 
pomeni, da je bila produktivnost procesa produkcije rekomb. proteina v 
bioreaktorju zaradi počasnejše rasti bakterijske kulture nižja od tiste v 
Erlenmeyerjevi steklenici.  
- S prenosom procesa v bioreaktor nismo dosegli enake hitrosti rasti bakterijske 
kulture. 
 
Preglednica 32: Korekcija približne koncentracije izoliranega proteina pridobljene z Erlenmeyerjevo 
steklenico in z bioreaktorjem na enako vrednost OD600 brozge. Crekomb. protein v brozgi (mg/ml, mg/l) je 
koncentracija rekomb. proteina v brozgi, OD600 je vrednost optične gostote brozge. 
Vzorec 
Povprečna 






Korekicija Crekomb. protein v brozgi 
(mg/l) na enako vrednost  
OD600 brozge (3,1) 
Erlenmeyerjeva 
steklenica 1 





Bioreaktor 113,93 2,5 0,81 140,11 
 
 
Zanimalo nas je, kakšno približno koncentracijo bi dobili, če bi v bioreaktorju dosegli 
enako vrednost OD600 brozge, kot smo jo dosegli v Erlenmeyerjevi steklenici. 
Predpostavili smo da koncentracija rekomb. proteina narašča z naraščanjem koncentracije 
biomase. S korekcijo približne koncentracije rekomb. proteina na enako vrednost OD600 
brozge, bi koncentracija rekomb. proteina v bioreaktorju znašala 140,11 mg/l, kar je zelo 
blizu koncentraciji 150,44 mg/l. Kar pomeni, da smo pri prenosu procesa v bioreaktor, 
dosegli enako produktivnost celic. 
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Delovno hipotezo »Predvidevamo, da celovito obravnavanje procesa omogoča učinkovit 
razvoj proizvodnega procesa« lahko potrdimo. Razumevanje bakterijskega seva, lastnosti 
gojišča, bioprocesa, produkta inženirskega parametra kLa in zaključnih procesov, nam je 
omogočilo razvoj proizvodnega procesa.     
 
Z gojenjem v Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku smo pridobili eksperimentalne 
podatke o kLa, kinetiki rasti bakterijske kulture, koncentraciji raztopljenega kisika v brozgi 
med procesom, vrednosti pH brozge in produkciji rekomb. proteina. To je bilo dovolj, da 
smo ob upoštevanju povečevalnih kriterijev, konstantni vrednosti kLa in konstantnih 
pogojih gojenja (temperatura, gojišče, odstotek inokuluma, čas procesa) lahko izvedli 
prenos bioprocesa v večje merilo.  
 
Prenos bioprocesa v večje merilo je imel nepojasnjen učinek na kinetiko rasti bakterijske 
kulture, kar se je odrazilo v nižji hitrost rasti bakterijske kulture. Nismo dosegli enake 
kinetike rasti bakterijske kulture, smo pa dosegli enako produktivnost celic. Kar delno 
potrjuje delovno hipotezo: »Predvidevamo, da gojenje na stresalniku omogoča pridobitev 
zadostnega števila podatkov za učinkovit prenos v večje merilo ob upoštevanju ustreznih 
povečevalnih kriterijev«.  
 
Na podlagi pridobljenih eksperimentalnih podatkov procesa v bioreaktorju ne moremo 
razložiti razlogov zakaj nismo dobili enake kinetike rasti bakterijske kulture na obeh 
nivojih. Odgovor na to bi morda dobili s ponovitvami procesa v bioreaktorju in s podatki o 
koncentraciji raztopljenega kisika v brozgi med procesom. Možno je, da s povečevalno 
metodo nismo dosegli enakega kLa, saj nismo upoštevali vpliva protipenilca na vrednost 
kLa. Kisik pa je ključen substrat za doseganje dobre produkcije rekomb. proteinov.  
 
Pri razvoju proizvodnega procesa nismo optimizirali pogojev gojenja, ki bi dali najboljšo 
produktivnost. Navajamo pa nekaj idej za izboljšanje produkcije: 
- Vrednost kLa, ki smo jo dobili pri danih pogojih gojenja na stresalniku in katero 
smo nato ohranili pri prenosu, je bila za bakterijsko kulturo prenizka, saj se je 
koncentracija raztopljenega kisika v brozgi že po 3- 5 urah procesa dosegla 
vrednost 0 %.Vzdrževanje koncentracije raztopljenega kisika nad kritično točko čez 
celoten bioproces bi povečalo produktivnost produkcije produkta. S tem bi se 
izognili limitaciji rasti bakterijske kulture s kisikom, zaradi katere lahko 
mikroorganizem preklopi iz aerobnega v anaerobni metabolizem. To za produkcijo 
proteinov ni zaželeno, saj anaerobni metabolizem znižuje produktivnost.  
- Vrednost kLa v Erlenmeyerjevi steklenici, bi lahko povečali z zvišanjem obratov 
mešanja in z uporabo večje steklenice. 
- Naš prenos procesa v večje merilo je temeljil na konstantnih pogojih gojenja in 
konstantni vrednosti kLa. V Erlenmeyerjevih steklenicah na splošno dosežemo nižje 
vrednosti kLa od tistih, ki jih lahko dosežemo v bioreaktorju. Zato bi pri prenosu 
procesa bilo smiselno vrednost kLa v bioreaktorju zvišati: z višjimi obrati mešala in 
volumskim pretokom zraka. 
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- Z menjavo šaržnega procesa s šaržnim procesom z dohranjevanjem, s katerim lahko 
dosežemo višjo celično gostoto in s tem višjo koncentracijo rekomb. proteina. 
 
Uporaba tekočega LB gojišča s sirotko morda predstavlja dobro alternativo za zniževanje 
stroškov gojišča. Za dokončno ovrednotenje prednosti uporabe tekočega LB gojišča s 
sirotko, bi bilo potrebno upoštevati industrijske cene in izvesti še vsaj izolacijo in določitev 
končne koncentracije rekomb. proteina, da bi dobili podatke o produktivnosti bioprocesa. 
Aplikacija stranskega produkta v proizvodnji sira – sirotke, ima potencial za substrat v 
nekaterih industrijskih procesih (Pisano in sod., 2015). Ni pa primerna za uporabo v 
farmacevtski industriji, saj ne moremo zagotavljati sledljivosti in sestave substrata. 
 
Za učinkovit proizvodni proces so ključne tudi metode izolacije in uspešen prenos le-teh v 
večje merilo. V laboratorijskem merilu smo razvili uspešne metode izolacije. Na voljo 
nismo imeli opreme, ki bi nam omogočala prenos metod v večje merilo, zato smo 
povečevalne metode zaključnih procesov obravnavali teoretično. Kar pomeni, da delovne 
hipoteze: »Predvidevamo, da razvoj metod izolacije v laboratorijskem merilu omogoča 
učinkovit prenos v večje merilo ob upoštevanju ustreznih povečevalnih kriterijev«, ni bilo 
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Dandanes rekombinantni proteini predstavljajo pomemben del farmacevtskih in 
biotehnoloških produktov. Kadar je le mogoče, jih izražamo v mikroorganizmih, ki imajo 
visoko specifično hitrost rasti ter visok doprinos, kar se odraža v visoki produktivnost. 
Seveda to velja v primeru doseganja visokih koncentracij mikroorganizmov. Najbolj 
zaželen model proizvodnje rekomb. proteinov je njihovo izločanje iz celice, kar znatno 
poenostavi njihovo izolacijo, žal pa to pogosto ni mogoče. Poleg lastnosti rekomb. proteina 
in mikroorganizma je ključnega pomena za uspešno industrijsko aplikacijo, pomembna 
tudi sposobnost prenosa procesa v večje merilo. Zato je ključnega pomena, da tekom 
razvoja postopka obravnavamo vse faze z integriranim obravnavanjem pripravljalnih (ang. 
up-stream) in zaključnih (ang. down-stream) procesov (Doran, 2013). Pri našem delu smo 
kot gostiteljski organizem uporabili bakterijo vrste Escherichia coli; sev E. coli 
BL21[DE3] pLysS s plazmidom pMCSG7, ki je vključeval gen za rekomb. protein s His-
repkom. S produkcijo rekomb. proteina v Erlenmeyerjevi steklenici na stresalniku, 
volumna 0,5 l smo ovrednotili lastnosti bioprocesa. Spremljali smo kinetiko rasti, 
produkcijo rekombinantnih proteinov, določili kLa za sistem. Razvili smo postopke za 
izolacijo rekombinantnega proteina na laboratorijskem nivoju. Prenos postopkov 
zaključnih procesov v večje merilo smo obravnavali teoretično. Sledil je prenos procesa 
produkcije rekomb. proteina iz Erlenmeyerjeve steklenice v mešalni bioreaktor delovnega 
volumna 10 l. Obstaja mnogo različnih povečevalnih metod, kako prenesi proces v večje 
merilo. Odločili smo se za prenos procesa, ki je temeljil na konstantnem kLa in konstantnih 
pogojih gojenja (gojišče, T). S pomočjo empiričnih korelacij za določanje vrednosti kLa v 
mešalnih bioreaktorjih, smo izračunali pogoje obratovanja bioreaktorja, pri katerih smo 
dosegli enak kLa, kot smo ga imeli v Erlenmeyerjevi steklenici. Proces produkcije rekomb. 
proteina v mešalnem bioreaktorju smo prav tako spremljali s spremljanjem kinetike rasti in 
produkcije rekombinantnih proteinov. Prenos postopkov zaključnih procesov v večje 
merilo smo obravnavali teoretično. Pridobljene podatke o lastnosti procesa iz 
Erlenmeyerjeve steklenice in mešalnega bioreaktorja smo analizirali in primerjali. S 
prenosom bioprocesa v mešalni bioreaktor, smo dosegli enako produktivnost celic, nismo 
pa dosegli enake kinetike rasti bakterijske kulture, saj smo v bioreaktorju po 9 h procesa 
dosegli za skoraj polovico nižjo vrednost OD600 brozge in prav tako za približno polovico 
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